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Polarisation à la synapse immunologique de la machinerie sécrétoire des lymphocytes T : 
mécanismes moléculaires et impact sur la cellule présentatrice d’antigène 
 
Directeur de thèse : Pr Salvatore Valitutti 
Toulouse, hôpital Purpan, le 2010 
RÉSUMÉ 
La rencontre entre un lymphocyte T (LT) et une cellule présentatrice d’antigène (CPA) induit la 
formation d’une  aire spécialisée, à l’interface cellulaire, appelée synapse immunologique (SI) ainsi 
que la polarisation de la machinerie sécrétoire (MTOC et appareil de Golgi) du LT vers la CPA. Si ce 
phénomène de polarisation est bien caractérisé, ses mécanismes moléculaires et son impact sur 
l’activation de la CPA sont encore largement inconnus. Mon travail de thèse a contribué à fournir des 
réponses à ces deux questions. 
Tout d’abord, nous avons démontré que la protéine kinase C δ (PKCδ), une protéine ancestrale de 
polarisation, est rapidement activée au niveau de la SI dans des LT CD4
+
 interagissant avec des 
cellules dendritiques (DC) et que la fonctionnalité de la PKCδ est requise pour la polarisation de la 
machinerie sécrétoire des LT. Cette activation synaptique de la PKCδ se produit avec un faible seuil de 
stimulation et dans des LT interagissant avec plusieurs DC, a lieu à la SI formée avec la DC lui offrant 
la plus forte stimulation antigénique et recevant sa polarisation. De plus, nous avons établi que, bien 
que l’augmentation d’expression des molécules de maturation (CD40, CD54 et CD80)  par les DC, ne 
nécessite pas la polarisation des LT, la sécrétion synaptique de CD40L et d’IFN-γ est requise pour la 
production spécifique d’IL-12 par les DC. Nos résultats identifient la PKCδ comme un élément clé de 
la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT et apportent une base moléculaire pour l'activation 
dédiée des CPA.   
Dans une seconde étude préliminaire, nous avons pu montrer que, dans les LT CD8
+
 aussi, la PKCδ est 
impliquée dans la polarisation à la SI de la machinerie sécrétoire et des stocks principaux de  
molécules lytiques vers les cellules cibles. Cependant, la fonctionnalité de la PKCδ n’est pas requise 
pour leur capacité cytotoxique. Ces résultats sont surprenants et nous ont amené à l’hypothèse de la 
coexistence dans les CTL de deux voies de sécrétion : une majeure correspondant à la polarisation du 
stock principal de granules associés au MTOC et dépendante de la PKCδ et une mineure basée sur la 
sécrétion de molécules lytiques de manière polarisée mais indépendamment de la polarisation du 
MTOC et de la PKCδ. Cette étude est à approfondir dans le but de mieux définir les mécanismes 
moléculaires et le rôle fonctionnel de cette double voie de sécrétion des granules lytiques par les CTL 
humains. 
 
Mots clés : Synapse immunologique, polarisation, PKCδ, activation des cellules dendritiques,  
cytotoxicité 
 
Discipline : Immunologie 
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Polarization at the immunological synapse of T lymphocyte secretory machinery: 
Molecular mechanisms and functional impact on APC 
 
Thesis supervisor: Pr Salvatore Valitutti 
Toulouse, Purpan hospital, 2010 
ABSTRACT 
The encounter between a T lymphocyte and an antigen-presenting cell (APC) induces the formation of 
a specialized area at the cellular interface, named immunological synapse (IS) and the polarization of 
T cells secretory machinery (MTOC and Golgi apparatus) towards the APC. Although this 
polarization phenomenon is well characterized, the molecular mechanism as well as its impact on the 
activation of the CPA are still largely unknown. My thesis work has contributed to answers to both 
open questions.  
Concerning the first question, we demonstrated that protein kinase C δ (PKCδ), an ancestral regulator 
of cellular polarity, is rapidly activated at the IS in CD4
+
 T cells interacting with cognate dendritic 
cells (DC) and that PKCδ function is required for the polarization of the T cell secretory machinery. 
PKCδ synaptic activation is a low-threshold phenomenon and in T cells interacting with multiple DC, 
selectively occurs at the IS formed with the DC offering the strongest stimulus leading to dedicated TH 
cells polarization. Our results identify PKCδ as a key component of TH cell polarization machinery and 
provide a molecular basis for dedicated activation of cognate DC. Concerning the second question, we 
showed that although  up-regulation of co-stimulatory molecules (CD40, CD54 and CD80) on DC 
doesn’t require the dedicated polarization of TH cells, the synaptic delivery of CD40L and IFN-γ is 
required for the activation of cognate DC to IL-12 production.  
In a second study, still in progress, we observed that also CD8
+  
cytotoxic T lymphocytes (CTL), PKCδ 
is involved  in the polarization of the secretory machinery and of the main stock of lytic granules 
towards target cells. However, PKCδ function is dispensable for CTL-mediated cytotoxicity. These 
results are surprising and suggest that, in CTL, two secretory pathways coexist : a first corresponding 
to the PKCδ-dependant polarization of the main stock of MTOC-associated lytic granules and a second 
based on the secretion of few lytic granules that, independently of MTOC polarization, are release 
towards targets cells. This study is ongoing to better define the molecular mechanisms and the 
functional role of the intriguing lytic granule dual secretion pathway observed in human CTL.  
    
Keywords: Immunological synapse, secretory machinery polarization, PKCδ, dendritic cells 
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I- Les LTαβ 
 
Les lymphocytes sont des cellules appartenant à l’immunité adaptative. Parmi elles, se trouvent  deux 
populations principales : les lymphocytes B (LB), sécréteurs d’anticorps, conduisant à une immunité 
humorale et les lymphocytes T (LT). Les LTαβ sont fortement majoritaires dans l’organisme, il existe 
toutefois une autre population de LT, appelée les LTγδ, qui est présente dans le sang, la peau et les 
muqueuses et qui représente de 1 à 10% des LT totaux chez l’homme. Au cours de cette étude, nous 
nous intéresserons uniquement aux LTαβ, que nous nommerons pour des raisons de simplicité LT. Ils 
se divisent, schématiquement, en deux sous-types : les LT CD4
+
 auxiliaires ou T helper (TH) et les LT 
CD8
+
 ou cytotoxique (Cytotoxic T Lymphocyte, CTL). Les LTH ont, comme leur nom l’indique, une 
fonction d’aide envers les autres cellules actrices de la réponse immunitaire. Ils permettent le 
développement et l’amplification des réponses immunitaires humorales et cellulaires et modulent 
l’activité des phagocytes par la production de cytokines. Les LT CD8+ sont impliqués dans 
l’élimination des cellules infectées ou transformées.  
 
1. Développement et sélection 
Comme pour toutes les cellules d’origine hématopoïétique, les LTαβ commencent leur développement 
au sein de la moelle osseuse, au cours d’un processus appelé hématopoïèse. Ce début de 
différenciation induit une perte du potentiel multipotent et peut générer des progéniteurs myéloïdes 
communs et des progéniteurs lymphoïdes communs (PLC). Suivant les signaux que ce PLC intègre, il 
peut générer trois lignages lymphoïdes : les LB, les LT et les cellules Natural killer (NK). Une partie 
de ces PLC migre en périphérie, au niveau de la jonction cortico-médullaire thymique, pour y 
poursuivre le processus de différenciation en LT. En effet, les LTαβ sont générés dans le thymus et 
expriment à leur surface un récepteur appelé TCR (T cell receptor). C’est grâce à ce récepteur que les 
LT peuvent détecter la présence de leur antigène complexé à une molécule de CMH (Complexe 
majeur d’histocompatibilité) du soi à la surface d’une cellule présentatrice d’antigène (CPA). Chaque 
cellule possède à sa surface plusieurs copies de molécules de TCR ayant toute la même spécificité 
antigénique. La réponse immunologique envers une grande variété d’antigène s’explique par le fait 
que chaque individu possède des millions de lymphocytes tous avec une spécificité antigénique 
différente. Cette diversité dans le répertoire T est générée au niveau thymique par un réarrangement 
aléatoire des gènes codant le TCR et sélectionnée lors de la maturation des LT. 
 La différenciation thymique des LT peut se diviser en 3 grandes étapes en se basant sur l’expression 
des molécules de surface que sont les corécepteurs CD4 et CD8. La première étape de cette maturation 
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. Ces thymocytes, plus ou matures, se retrouvent dans des zones distinctes du thymus avec 
un gradient de différentiation croissant de la région sous-capsulaire vers la médulla. Durant leur 
maturation, les thymocytes vont subir 3 processus de sélection successifs : la sélection β, la sélection 
positive et la sélection négative (Figure 1) [2, 3]. Cette sélection est drastique puisque seulement 2% 
d’entre eux sortiront du thymus pour constituer le stock de LT matures périphériques. 
 
 
Figure 1 : Le développement thymique des lymphocytes T 
Le thymus est un organe lymphoïde primaire comprenant une partie périphérique appelée le cortex et une 
partie centrale, la médulla. Ces deux aires se caractérisent par la présence de cellules stromales 
spécifiques et de thymocytes à différents stades de maturation identifiables par l’expression de CD4, CD8, 
CD44, CD25 et le TCR. Les interactions thymocytes/cellules stromales sont importantes pour la 




 non auto-réactives via trois processus de 
sélection successifs : la sélection β, la sélection positive et la sélection négative. Après une phase de 
prolifération intra-thymique, les LT sortent du thymus pour aller générer en périphérie les stocks de LT. 





La sélection β : 
La sélection β est subie par les thymocytes DN. Ces cellules expriment toute la machinerie 
moléculaire  nécessaire au réarrangement des gènes codant le TCR, comme les enzymes de 
recombinaisons RAG1 et RAG2 (Recombinaison Activating Genes 1 et 2) [4, 5] (Paragraphe I.2). 
Tout d’abord, elles réarrangent le locus codant la chaine β du TCR. Si ce processus de recombinaison 
génique est productif, cette chaîne s’apparie avec un substitut de la chaîne α du TCR pour former le 
pré-TCR qui, une fois associé avec le CD3, peut engendrer une signalisation [6, 7]. Les signaux 
transmis vont promouvoir la survie, la prolifération (de 6 à 8 cycles de division) et la progression dans 
le processus de différenciation. Cette étape nommée sélection  permet donc la survie des 
lymphocytes porteurs d’une chaîne  fonctionnelle. Les signaux engendrés via le pré-TCR induisent 





 marqué par la répression du pré-TCR ainsi que les recombinaisons géniques au niveau du 
locus de la chaîne α du TCR. Un réarrangement fonctionnel de la deuxième chaine du TCR induit 
l’appariement des chaînes  et  du TCR, accompagné de l’expression du corécepteur CD8, suivie par 
celle de CD4 et d’une intense prolifération. Les cellules DP, ou plus précisément les TCR générés 
aléatoirement par le réarrangement génique, subissent alors une succession de 2 sélections : une 
première sélection positive suivie d’une sélection négative aboutissant à la génération de cellules SP.  
 
La sélection positive : 
La sélection positive va permettre de ne garder que les LT ayant un TCR capable de reconnaitre des 
peptides antigéniques présentés dans un contexte de CMH du soi. Elle aboutit à une élimination de 
près de 90% des thymocytes DP. Elle a lieu dans la partie corticale du thymus et implique les cTEC, 
présentant des antigènes du soi (Figure 1) [8]. Si le thymocyte interagit via son TCR avec des 
molécules du CMH du soi, il reçoit un signal de survie et continue son processus de différenciation. 
Dans le cas contraire, il meurt par négligence. Le succès de cette sélection négative réside dans le fait 
que la survie des thymocytes DP dépend seulement des signaux induits par la liaison du TCR. En 
effet, ces cellules ne peuvent pas répondre aux autres signaux de survie tels que ceux apportés par les 
cytokines. Une analyse en temps réel par microscopie bi-photonique a permis de visualiser les contacts 
entre les thymocytes et le stroma thymique durant le processus de sélection positive [9] [10].  Cette 
étude a montré que la sélection positive des thymocytes pouvait résulter, aussi bien, de contact stables 






La sélection négative : 
La deuxième sélection dite négative permet d’éliminer les cellules auto-réactives ayant une trop forte 
affinité pour les complexes CMH/peptide du soi et donc potentiellement dangereuses pour 
l’organisme. Cette étape nécessite une migration des thymocytes, vers un autre territoire thymique 
plus central, la médulla. A l’heure actuelle, deux mécanismes de sélection négative sont connus. En 
effet, les cellules épithéliales médullaires thymiques (mTEC) et les CPA de la médulla 
(majoritairement des cellules dendritiques, DC) peuvent induire la sélection négative des LT (Figure 
1). Au niveau du thymus, les mTEC expriment des antigènes caractéristiques des organes 
périphériques tels que le foie ou les reins. Cette expression ectopique est sous le contrôle de la protéine 
AIRE (Auto-immune Regulator) régulant l’expression d’une importante quantité de gènes [11]. La 
reconnaissance par un thymocyte d’un peptide du soi à la surface d’une mTEC aboutit à son 
inactivation fonctionnelle par anergie. Parallèlement, les thymocytes reconnaissant les antigènes à la 
surface des DC médullaires subissent une délétion clonale par apoptose [12]. La délétion clonale et 
l’anergie des thymocytes font partie la tolérance centrale.  
 





 subissent le même processus de sélection thymique, cependant le choix du 
lignage CD4 ou CD8 fait toujours l’objet de nombreux travaux et restent soumis à controverse [13-
15]. Ce choix a lieu avant le processus de sélection négative [16]. Quatre hypothèses principales 
coexistent dans la littérature (Figure 2) :  
 -  Le modèle stochastique : le choix de lignage se fait de manière aléatoire, indépendamment 
de la spécificité du TCR. Cette étape est suivie d’une sélection dans laquelle seulement les thymocytes 
ayant des complexes TCR/corécepteur adéquats sont sélectionnés [17, 18]. 
- Le modèle instructif basé sur la force induite par le TCR : un fort signal induisant des LT 
CD4
+
 et un faible des LT CD8
+
.  
-  Le modèle instructif basé sur la durée du signal induite par le TCR : un signal de longue 
durée instruit les thymocytes DP à inhiber l’expression de CD8 et à se différencier en CD4 tandis que 
des signaux courts amènent à une extinction de l’expression de CD4 et une différenciation en CD8 
[19].  
- Le modèle cinétique : la sélection positive des thymocytes DP induit une baisse de 
l’expression de CD8. Ces cellules CD4+ CD8intermédiaire sont celles qui font le choix du lignage. La 
persistance de signalisation dans ces cellules induit une différenciation en LT CD4
+
 alors que l’arrêt de 






Figure 2 : Les 4 modèles du choix du lignage CD4 et CD8 
(a) Le modèle stochastique (b) Les modèles instructifs basés sur la force ou la durée du signal (c) Le 
modèle cinétique. Adapté de [13, 14]. 
 
La différenciation thymique des thymocytes aboutit à leur sortie du thymus sous forme de LT naïfs 
(car n’ayant jamais été en contact avec l’antigène) et simple positif (SP) : CD8+ et restreints par le 
CMH de classe 1 (CMH-1) ou CD4
+
 et restreints par le CMH de classe 2 (CMH-2). Ces LT circulent 
continuellement, par voie systémique, entre les différents organes lymphoïdes secondaires dans 
l’attente de rencontrer leur antigène présenté dans une molécule de CMH à la surface d’une DC. Leur 
activation induit alors leur prolifération, leur différenciation et l’acquisition de fonctions effectrices. 
 
Les imperfections de la sélection thymique : 
Malgré l’apparente perfection de cette machinerie thymique, des LT potentiellement auto-réactifs et 
donc dangereux pour l’organisme échappent à cette double sélection et émergent dans la circulation 
sanguine [21]. Plusieurs mécanismes sont mis en cause dont le  plus fréquemment évoqué est 
l’absence ou la faible expression de certains antigènes tissulaires, au niveau thymique, entrainant une 
absence de sélection négative [22]. On observe ainsi des corrélations entre le niveau d’expression des 
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auto-antigènes dans le thymus et la susceptibilité aux pathologies auto-immunes, chez l’homme et les 
rongeurs comme dans les cas de diabète de type 1 ou de sclérose en plaque [23]. Ce défaut thymique 
peut-être considéré comme une conséquence évolutionniste permettant de maximiser la taille du 
répertoire T en périphérie. Cette conséquence est à double tranchant pour l’organisme car elle est 
bénéfique dans la lutte contre les pathogènes mais délétère pour la préservation de son intégrité. 
Heureusement, l’évolution a mis en place des mécanismes de tolérance périphérique [24, 25] pouvant 
se classer en deux catégories : les mécanismes passifs tels que l’ignorance ou l’induction d’apoptose et 
d’anergie et les mécanismes actifs dont les acteurs principaux sont les lymphocytes T CD4+CD25+ 
régulateurs (Treg).  
 
 
2. Récepteur à l’antigène 
Structure du TCRαβ : 
C’est grâce à son TCR qu’un LTαβ reconnait son antigène complexé dans une molécule de CMH. 
Comme son nom l’indique, le TCRαβ est composé de deux chaînes transmembranaires 
polypeptidiques glycosylées α et  β associées par l’intermédiaire d’un pont disulfure [26, 27]. Ces 
glycoprotéines appartiennent à la superfamille des immunoglobulines  (Ig). Elles sont composées d’un 
domaine extracellulaire amino-terminal contenant une région variable (V), une région constante (C) et 
une région charnière courte pourvue d’un résidu cystéine nécessaire à la formation du pont disulfure 
inter-caténaire. Ces deux chaines contiennent également une courte queue intra-cytoplasmique de 4 à 
12 acides aminés et un domaine transmembranaire hydrophobe, composé d’une vingtaine d’acides 
aminés chargés positivement, permettant l’ancrage dans la membrane plasmique et la stabilisation du 
complexe TCR/CD3 (Figure 3a).  
Le domaine C est invariant pour chaque chaîne du TCR et quelque soit le clone lymphocytaire T 
tandis que le domaine V varie considérablement d’un clone T à l’autre. Cette variabilité se concentre 
au niveau de 3 zones appelées régions hypervariables ou CDR (Complementary Determining Region) 
[28] par homologie aux CDR identifiées sur les régions variables des Ig. Des études 
cristallographiques ont permis de montrer que ces régions hypervariables se projettent sur la face 
externe de la molécule du TCR au niveau de boucles. Les régions variables des 2 chaines α et β se 
retrouvent côte à côte et forment l’unique site de reconnaissance à l’antigène du TCR (Figure 3b). Les 
régions CDR1 et CDR2 permettent la liaison aux molécules de CMH, le CDR3 concentre la majorité 




Figure 3 : La structure du TCR 
(a) Le TCR est composé de deux chaînes reliées par un pont disulfure. Chaque chaîne peut se diviser en 
cinq domaines : C, V, H, un domaine transmembranaire et une courte queue intra-cytoplasmique. (b) 
Complexe formé entre un TCRαβ et un CMH complexé à un peptide faisant apparaître les CDR en 
couleurs Adapté de [31] (c) Interaction des régions CDR des chaines α et β du TCR (en couleurs) avec le 
CMH vu de dessus (en gris) et le peptide (en jaune). Adapté de [32]. 
 
Le complexe TCR/CD3 : 
A la membrane d’un LT, le TCR fait toujours partie d’un complexe protéique et est associé à 
six chaînes polypeptidiques CD3, non polymorphes et associées deux à deux (εγ, εδ et δδ) [27, 
31, 33]. Les trois protéines CD3 ε, γ, δ sont codées par des gènes adjacents appartenant à la 
même unité de régulation. Elles contiennent chacune un domaine extracellulaire, qui contient 
un domaine de type Ig, suivi d’une région transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique 
d’environ 40 acides aminés. Le gène codant la chaine polypeptidique CD3δ est codé ailleurs 
dans le génome. Cette chaîne a un domaine externe très court et est la seule du complexe à ne 
pas contenir de domaines Ig. En revanche, elle a la région cytoplasmique la plus importante, 





Figure 4 : Le complexe TCR-CD3 
Le TCR est toujours associé à un complexe de signalisation : le CD3. Ce CD3 est composé de quatre 
molécules organisées en dimère : CD3/CD3, CD3/CD3 et CD3δ/CD3δ. Les deux hétérodimères 
comportent chacun deux domaines de la superfamille des Ig et deux motifs ITAM tandis que l’homodimère 
de la chaîne  possède 6 ITAM et est liée par un pont disulfure. Adapté de [27]. 
 
L’association du TCR avec ces six chaînes CD3 semble avoir deux fonctions principales. 
Tout d’abord, le TCR étant dépourvu de domaine intracellulaire pouvant initier la 
transduction de signal, l’initiation de la transduction du signal est assurée par les chaînes CD3 
via leurs motifs ITAM (Immunoreceptor tyrosines-based activation motifs : YxxL(X)6-
8YxxL). Chaque complexe composé de 6 chaines CD3 comporte 10 motifs ITAM : 3 sur 
chaque chaine δ, et 1 sur chacune des chaines ε, γ et δ. Le dimère δδ possède à lui seul 6 
motifs ITAM (Figure 4). De plus, cette association permet de stabiliser l’expression du TCR à 
la surface des LT. En effet, les chaines α et β du TCR possèdent un court domaine 
transmembranaire hydrophobe composé de 5 à 12 acides aminés chargés positivement tandis 
que, toutes les chaines CD3, à l’exception du domaine CD3δ, possèdent une portion 
transmembranaire chargée négativement. Cette complémentarité permet l’association de 
toutes ces chaines polypeptidiques et favorise leur stabilité [34-36]. 
 
Organisation des gènes du TCR et diversité des TCR : 
L’organisation et l’expression des gènes codant les chaînes du TCR sont parfaitement adaptées à la 
fonction de ce récepteur particulier. En effet, un lymphocyte exprime à sa surface un seul type de 
TCR, avec une seule spécificité, c’est à dire qu’il est capable de reconnaitre un seul type de complexe 
CMH-peptide. Afin de pouvoir reconnaitre l’immense diversité des agents et des peptides issus de 
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pathogènes, l’évolution a mis au point un système qui permet de créer un grand nombre de TCR 
différents. Ce processus permet de générer aléatoirement la spécificité des TCR pour les peptides 
antigéniques. Il se déroule lors du développement thymique et implique un processus de 
recombinaison génique très similaire à celui utilisé pour les réarrangements des chaînes lourdes et 
légères des Ig, au cours de la lymphopoïèse B. 
Dans sa configuration germinale, le locus codant la chaîne α du TCR est composé de nombreux 
segments V pour Variable et J pour Joining et d’un domaine C pour Constant. Deux domaines D pour 
Diversity s’ajoutent dans le locus codant la chaine β du TCR (Figure 5). Les domaines C codent pour 
la région constante, la région charnière, la région transmembranaire et la queue cytoplasmique des 
chaines du TCR. Une fois réarrangé les segments VJ et VDJ codent pour les régions variables des 




Figure 5 : L’organisation germinale des gènes codant pour le TCRαβ humain 
Adapté de Janeway, immunobiolgy, 6° édition.   
 
Les gènes de la chaîne  se réarrangent en premier lors de la sélection thymique. On observe, tout 
d’abord, l’association d’un des deux segments D avec un des segments J qui le succèdent, puis d’un 
segment V avec le segment DJ précédemment obtenu (Figure 6). Tous les segments de gènes situés 
dans les intervalles du complexe V-D-J sont éliminés et le transcrit primaire synthétisé comporte le 
segment constant (Vβ-Dβ-Jβ-Cβ). Les modifications post-transcriptionnelles éliminent les introns et la 
traduction de l’ARN messager génère la chaîne β du TCR. Cette protéine s’associe alors avec un 
substitut de la chaîne α du TCR pour former le pré-TCR et être exprimée à la surface des thymocytes 
DN (paragraphe I.2). Par la suite, le réarrangement des gènes codant la chaîne α se met en place. Un 
segment V va se réarranger avec un segment J puis, après transcription et traduction, la chaine α du 
TCR est exprimée. Ces réarrangements géniques sont régis par des séquences RSS (Recombinaison 
Signal Sequence). Ce sont des séquences palindromiques, heptamèriques et nonamèriques, séparées 
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par 12 ou 23 paires de bases et servant d’ancrage à la machinerie enzymatique responsable de la 
recombinaison. Ils font intervenir, entre autre, les produits des gènes RAG1 et RAG2 [4, 5].  
Ce mécanisme induit une grande diversité aléatoire due aux choix aléatoires des segments, au grand 
nombre de segments J et au fait que les segments D de la chaîne β puissent être lus dans les 3 phases 
de lecture. Ce processus est également accompagné d’une forte diversité jonctionnelle avec 
l’intervention d’enzymes telles que l’exonucléase qui élimine de manière aléatoire des nucléotides et 
la Terminal deoxynucleotidyl Transferase (TdT) qui, elle, ajoute au hasard des nucléotides. Une autre 
source de diversité des TCR est la diversité d’association c'est-à-dire l’appariement au hasard des 
chaînes α et β puisque le paratope est formé par l’association des CDR1, 2 et 3 des 2 chaînes. Le 
nombre de TCR pouvant être générés par ce processus au cours du développement thymique est 
estimé à plus de 10
15
. Après le processus de sélection thymique, un grand nombre de ces TCR est 
éliminé, car non restreints au CMH ou auto-réactifs. Des approches expérimentales visant à évaluer 
cette diversité en périphérie estiment à 2x10
7




Figure 6 : Les réarrangements des gènes codant le TCR 
Le réarrangement génique est la base de l’extraordinaire diversité des TCR générée au niveau thymique. 
La chaîne β est la première à être réarrangée par l’association d’un segment D avec un segment J suivie 
de celle d’un segment V avec le segment DJ. Un réarrangement productif permet d’initier le 
réarrangement de la chaîne α par l’association d’un segment V avec un segment J. Ces réarrangement 
sont permis grâce aux séquences RSS et à une machinerie enzymatique spécialisée. Adapté de Bonneville, 







3. Les sous-populations de LT effecteurs et leurs fonctions 
Historiquement, les LT ont été classés en deux sous populations : les LT CD4
+
 et les LT CD8
+
. Tout 
d’abord, je vais présenter brièvement les molécules CD4 et CD8 sur lesquelles reposent cette 
classification, pour ensuite présenter  ces 2 populations.  
 
a. Les corécepteurs CD4 et CD8 
Au cours de la lymphopoïèse, les LT matures se divisent en deux sous-types fonctionnellement 
distincts, chacun restreint par une classe de molécules du CMH et distinguable sur l’expression des 
corécepteurs CD8 et CD4. Ces molécules coréceptrices favorisent la reconnaissance du complexe 
CMH/peptide par le TCR en interagissant respectivement avec le CMH-1 ou le CMH-2. Toutes les 
deux augmentent d’un facteur 100 la sensibilité du TCR pour le complexe CMH/peptide. Elles 
permettent, via leur queue intra-cytoplasmique, le recrutement de molécules de signalisation comme 
Lck, participant ainsi à la mise en place de la transduction du signal. 
La molécule CD4 est une glycoprotéine de 55-60 kDa composée d’une seule chaîne comprenant quatre 
domaines semblables à ceux des immunoglobulines : de D1 à D4 (Figure 7a). Les domaines D1 et D2 
et les domaines D3 et D4 sont rapprochés et forment deux structures compactes reliées par une région 
charnière flexible. C’est le domaine D1, le plus extracellulaire, qui se lie directement à la molécule de 
CMH-2 au niveau du domaine 2 [38] et α2 [39, 40] (Figure 7b). Ce corécepteur reste le plus étudié 
des 2 car il est le récepteur permettant l’entrée du virus du VIH. 
La molécule CD8 est une glycoprotéine composée de deux chaînes,  et  ou  et , liées par un pont 
disulfure et contenant chacune un domaine de type Ig (Figure 7a). Ces 2 domaines sont reliés à la 
membrane plasmique par une longue chaine polypeptide très glycosylée. Le site de liaison de CD8 au 
CMH se situe au niveau de la zone d’interaction des deux chaines composant la molécule [41]. Le CD8 
se lie à un domaine invariant du domaine 3 des molécules de CMH -1 [42] avec un second site de 
contact possible au niveau du domaine α2 [41] (Figure 7c). 
 
Figure 7 : La structure des corécepteurs CD4 et CD8 et leurs interactions avec le CMH  
(a) Les molécule CD4 et CD8 (b) L’interaction de CD4 avec le CMH-2 (c) L’interaction de CD8 avec le 
CMH-1. Adapté de Janeway, immunobiolgy, 6° édition.   
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b. Les LT CD4+ 
Dés 1975, des évidences semblent indiquer l’existence de 2 sous populations distinctes parmi les LT 
CD4
+
 murins spécifiques pour un antigène particulier [43]. Au cours des années suivantes, une série de 
publications confirme cette dichotomie fonctionnelle [44-47]. En 1986, des travaux permettent de 
classer ces deux sous-populations sur la base de leur profil de sécrétion cytokinique : les LTH1 
produisent de l’IFN-γ et les LTH2 de l’IL-4 [48]. Cette observation, initialement faite chez la souris, a 
ensuite été étendue à l’humain [49]. Ces deux sous-populations de LT CD4+  se développent à partir 
d’un précurseur commun qui sécrète de l'IL-2, mais ni IL-4, ni interféron-γ (IFN-γ). Suite à leur 
stimulation via le TCR, ces cellules se différencient en TH0 qui produisent à la fois des cytokines de 
type 1 et de type 2. La différenciation finale en lymphocytes TH1 ou TH2 est ensuite fonction de 
multiples facteurs comme la dose antigénique, l’affinité du TCR, les signaux de co-stimulation ou 
encore l’influence des cytokines présentes dans le milieu environnant [50, 51]. Il est important de noter 
que les mécanismes inducteurs d’une des deux catégories sont souvent inhibiteurs de l’autre [52]. 
Depuis sa découverte, cette dichotomie a été largement remise en question avec la découverte de 
nouvelles sous-populations de LT CD4
+. En effet, il est maintenant bien connu qu’un LT CD4+ naïf 
peut aussi se différencier en LTH17 ou en LT régulateurs (Figure 8) [53]. 
 
Les LTH1 : 
Les LTH1 se caractérisent par leur profil de sécrétion cytokinique plutôt de type pro-inflammatoire 
(IL-2, IFN-α, TNF-α et TNF-β (Tumor necrosis factor)) et l’expression d’un facteur de transcription 
spécifique qui leur est spéciique : t-bet. Les LTH1 sont importants dans les réponses immunitaires 
contre les pathogènes intracellulaires tels que les virus ou les bactéries. Ils participent principalement à 
l’immunité à médiation cellulaire et peuvent également intervenir dans l’immunité humorale. La 
cytokine effectrice principale est l’IFN-γ qui permet, par exemple, l’activation des CPA en augmentant 
le potentiel d’activation des DC vis à vis des LT naïfs, les capacités d’élimination des pathogènes par 
les macrophages ou encore leur production de médiateurs pro-inflammatoires. En plus des cytokines, 
cette activation des CPA repose sur un signal délivré lors de l’interaction entre la molécule CD40 sur 
la CPA et le CD40L sur le LT-CD4
+ 
activé. Les LTH1 peuvent également aider la réponse des LB en 
favorisant la commutation isotypique en IgG. Ces Ig sont les principales impliquées dans 
l’opsomisation et la phagocytose de particules microbiennes via leur capacité à se fixer sur les 
récepteurs de haute affinité Fcγ et au complément.  En parallèle, les LTH1  favorisent la différenciation 
des LT CD8
+
 en cellules cytotoxiques via l’IL-2 et l’IFN-γ. Il est également intéressant de noter que 
certains LTH1 peuvent posséder des capacités cytolytiques dépendant de la voie Fas/Fas-L et de la 




La cytokine clé de la différenciation TH1 est l’IL-12 [55]. En effet, des souris déficientes pour les 
différents composants de la voie de signalisation de l'IL-12 (IL-12, chaîne β1 ou β2 du récepteur à 
l'IL-12, STAT-4) confirment le rôle central de cette voie dans la différenciation TH1 [56]. Il faut 
cependant noter que, chez ces animaux, si le développement TH1 est fortement inhibé, le blocage n'est 
pas total. Le rôle de l’IL-12 dans la polarisation et le développement de la réponse TH1 est renforcé par 
son action répressive sur l’expression du facteur de transcription GATA-3, régulateur clé du 
développement TH2 [57]. Cette cytokine est composée de 2 sous-unités (p40 et p35) liées de manière 
covalente entre elles. Les principales cellules productrices d’IL-12 sont les macrophages et les cellules 
dendritiques. La production d’IL-12 peut être induite par 3 voies principales : la première est 
dépendante des Toll like receptor (TLR) [58], la deuxième implique des composants de la matrice 
extracellulaire, sélectivement exprimés ou modifiés lors d’un processus inflammatoire (comme par 
exemple les fragments de faible poids moléculaire, et n on la forme ubiquitaire de haut poids 
moléculaire, du glycosaminoglycane hyaluronan) [59] et enfin la troisième voie d’induction est 
dépendante des LT [60 , 61 , 62]. La production d’IL-12 par les DC humaines induite par les LT 
nécessite 2 signaux activateurs : l’IFN- et l’interaction CD40/CD40L [63].  
 
Les LTH2 : 
Les LTH2 produisent principalement de l’IL-4, l’IL-5, l’IL-10 et l’IL-13 et se caractérisent par 
l’expression d’un facteur de transcription spécifique qui leur est spécifique : GATA-3. Les LTH2 sont 
plutôt impliqués dans les réponses contre les pathogènes extracellulaires comme les parasites [50] et 
participent principalement à l’immunité à médiation humorale. Leurs principales fonctions passent par 
leur impact sur la commutation isotypique en IgE, puissant activateur de mastocytes ainsi que par 
l’activation des éosinophiles.  Ce sont de puissantes aides pour l’activation de LB. Grâce à l’IL-10, 
l’IL-4 et l’IL-13, ils ont un effet inhibiteur sur les réponses pro-inflammatoires. Ils participent 
activement aux réponses allergiques via leur influence sur la génération d’IgE qui peuvent induire la 
dégranulation d’histamine par les mastocytes. La cytokine clé du développement TH2 est l’IL-4 [64]. 
En effet, des souris déficientes pour l’IL-4, son récepteur ou pour le facteur de transcription STAT-6, 
en aval du récepteur du récepteur à l'IL-4, ne développent pas de réponse TH2 [65 , 66]. Cette cytokine 
est principalement produite par les LT CD4
+
 [64, 67] mais peut également provenir des mastocytes, 
des basophiles, des éosinophiles et des cellules NKT (Natural Killer T) [68]. La signalisation induite 
par l’IL-4 permet la transcription de gènes spécifiques TH2, dont le facteur de transcription clé dans la 






Les LTH17 : 
La preuve que les TH17 constituent un lignage séparé des LTH2 et des LTH1 a été apportée par des 
expériences démontrant un bon développement Th17 chez des souris déficientes pour les principaux 
facteurs nécessaires au développement des TH1 (T-bet) et des TH2 (GATA-3) [70, 71]. De plus, 
l’identité cellulaire de cette population a été confirmée par la découverte d’un facteur de transcription 
spécifique : RORγt  [72]. La combinaison d’IL-6 et de TGF-β1 est cruciale dans le développement 
d’une réponse TH17 [73, 74] et permet l’expression de RORγt [72]. L’IL-23 n’est pas critique pour 
l’induction du lignage TH17 mais est importante pour leur différentiation compléte [75] et le maintien 
de leurs réponses immunitaires [73]. Après activation, ces cellules produisent majoritairement de l’IL-
17 (connue pour être une cytokine hautement inflammatoire sur les cellules stromales de nombreux 
tissus) du TNF-, de l’IL-6, de l’IL-21, de l’IL-22 et du GM-CSF (Granulo-Monocytes-Colony 
Stimulating Factor). Les TH17 possèdent des rôles paradoxaux : bénéfiques dans le cas de réponses 
protectrices contre les pathogènes extracellulaires (comme les bactéries ou les champignons) et 
délétères vu leur importance fonctionnelle au niveau des manifestations d’auto-immunité. En effet, les 
souris déficientes pour RORγt ou bien pour l’IL-6 présentent une absence de cellules TH17 infiltrant 
les tissus périphériques et une atténuation du développement de pathologies auto-immunes [72].  
 
Les LT régulateurs induits : 
La possibilité d’une différenciation des LT CD4+ naïfs en LTreg a été largement démontrée durant ces 
dernières années. En effet, le TGF-β1 associé à une stimulation du TCR permet, in vitro, chez l’homme 












 régulateurs [76, 
77]. Ces Treg sont alors appelés Ti-Treg (TGF-β induced Treg) pour les différencier des Treg dits 
naturels. Ces deux populations cellulaires expriment le même facteur de transcription spécifique : 
Foxp3 (Forkhead box P3). L’IL-2 et l’interaction PD-1/PD-L1 sont des paramètres importants pour 
réaliser cette néo-conversion induite par le TGF-β1 [78 , 79]. Ces Ti-Treg présentent une activité 
suppressive in vitro et in vivo après un transfert adoptif dans des modèles murins [76]. Une notion 
intéressante, mise en lumière par l’équipe de Kuchroo, est qu’il y aurait, en fonction de la quantité de 
TGF-β1 et d’IL-6 présente dans le microenvironnement, une différenciation des précurseurs T CD4+ 
soit en Ti-Treg en présence d’une forte concentration en TGF-β1, soit en LTH17 effecteurs si la 
concentration en IL-6 est importante. Ainsi, en situation physiologique, la présence d’une forte 
concentration en TGF-β1, favoriserait la génération de Ti-Treg afin d’assurer la tolérance périphérique 
au soi, alors que dans une situation physiopathologique et inflammatoire, l’IL-6, produite par les 
cellules de l’immunité innée, induirait plutôt le développement d’effecteurs afin d’assurer une réponse 





Figure 8 : Les différents devenirs possibles d’un LT CD4+ naïf 
La différenciation des LT CD4
+ est un processus initié par l’interaction entre une DC et un LT naïf, au 
niveau d’un ganglion lymphatique. Le choix du lignage est conditionné, entre autre, par l’environnement 
cytokinique. Chaque sous-population de LTH possède sa propre signature moléculaire : T-bet pour les 
TH1, GATA-3 pour les TH2, RORγt pour les TH17 et Foxp3 pour les Ti-Treg. Elles participent également 
au développement de fonctions protectrices et pathogéniques différentes. Adapté de [80]. 
 
Il est important de noter que cette classification est un modèle théorique. En effet, de plus en plus 
d’études démontrent que la différenciation en un sous-type de LT CD4+ particulier n’est souvent pas 
irréversible et qu’il existe une certaine plasticité dans la différenciation des LTH [53 , 81]. De plus, 
l’existence d’autres sous-populations a récemment était proposée [53 , 81] parmi lesquelles se trouvent 
les LTH3 producteurs de TGF-β (Transforming growth factor), les Tr1 producteurs d’IL10, les LTH9 
producteurs d’IL-9, les L Th-22 produisant de l’IL-22, les Th25 produisant de l’IL-25 et les LTH 
folliculaires localisés dans les régions folliculaires des ganglions lymphatiques. Ces sous populations, 
à l’inverse des LTH1, des LTH2, des LTH17 et des Ti-Treg ne produisent pas une cytokine particulière 
et n’expriment pas de facteur de transcription spécifique. L’appartenance de ces cellules à un lignage 
spécifique nécessite donc de plus amples investigations.  
 
c. Les LT CD8+ 
Un LT CD8
+
 naïf s’active suite à son interaction avec une CPA lui présentant son antigène spécifique 
dans le CMH-1. Suite à cette interaction, le LT entre dans une phase de prolifération et de 
différenciation aboutissant à une population clonale de cellules cytotoxiques ou CTL capables 
d’éliminer les cellules infectées ou modifiées. Les CTL disposent de deux principales voies inductrices 
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de mort : la voie perforine/granzyme et la voie Fas/Fas-L. Il existe également une troisième voie basée 
sur la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-α ou l’IFN-γ qui, libérées à proximité 
des cellules cibles peuvent entraîner leur mort [82]. Il est intéressant de noter qu’il existe une autre 
population de LT CD8
+
 dite régulatrice dont nous ne parlerons pas dans cet exposé [83].  
 
i. La voie perforine/ granzyme 
Le mécanisme clé de la cytotoxicité des CTL est la voie perforine/granzyme dépendante du flux 
calcique. Cette voie est également utilisée par les cellules NK. Dés les premières minutes suite à la 
rencontre entre un LT cytotoxique et sa cible, le LT polarise sa machinerie lytique vers la zone de 
contact cellulaire, permettant la libération polarisée de deux protéines lytiques majeures : la perforine 
et les granzymes [84 , 85]. Cette dégranulation peut être détectée par l’exposition au niveau de la 
membrane cellulaire de glycoprotéines lysosomiales comme CD107a [86].  
 
La perforine :  
L’importance de cette molécule a été évaluée à la fois dans des modèles murins et chez des patients 
atteints de maladies génétiques. En effet, des souris déficientes pour le gène codant la perforine 
développent des lymphomes spontanés [87] tandis que des patients ayant une mutation dans ce gène 
ont des réponses immunes diminuées face des infections par des pathogènes intracellulaires [88]. La 
perforine a une forte homologie de séquence avec la protéine C9 du complément qui est connue pour 
former des pores dans les membranes cellulaires [89]. Il a donc été proposé que la perforine induisait 
la mort des cellules cibles en créant des pores dans les membranes plasmiques permettant l’entrée 
d’autres molécules lytiques, telles que les granzymes et la granulysine, dans la cellule cible [90 , 91]. 
Cependant, ce mécanisme est encore de nos jours largement controversé et trois modèles coexistent 
dans la littérature (Figure 9) [82 , 92] : 
- Selon la plus ancienne, la perforine forme des pores dans la membrane cellulaire de la 
cellule cible permettant l’entrée des granzymes directement dans le cytosol [93 , 94].  
- Une autre hypothèse suggère que la perforine et les granzymes se retrouvent dans la 
cellule cible à l’intérieur de vésicules d’endocytose. La perforine induirait la lyse de ces vésicules de 
l’intérieur, permettant la libération des granzymes dans le cytosol [95]. Cette théorie vient de résultats 
démontrant que des molécules de granzymes B peuvent être endocytées par la cellule cible en absence 
de perforine [96]. Dans ce cas, les mécanismes d’endocytose sont  controversés. Certaines données 
impliquent l’endocytose du granzyme de manière dépendante du récepteur au mannose-6-phosphate 
[97]. Une autre étude dément l’implication de ce récepteur [98] tandis que d’autres équipes suggèrent 
l’implication des héparans sulfates ou des forces électrostatiques [99 , 100 , 101]. Cependant, le fait 
que la fonction de la perforine soit très sensible au pH et que des cibles dans lesquelles l’endocytose 
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est inhibée (via l’expression d’un dominant négatif de la dynamine) soit toujours sensible à la lyse par 
les CTL sont contraires à ce modèle. 
- Un troisième modèle a vu le jour en 2005 avec les travaux de D.Keefe. Il est proposé 
qu’à des concentrations physiologiques la perforine crée des pores membranaires induisant une entrée 
de calcium dans la cellule. Ce flux calcique induirait la mise en place d’un mécanisme de réparation 
cellulaire qui semble nécessaire pour l’apoptose de la cellule cible puisque son inhibition aboutit à la 
mort cellulaire par nécrose [102]. Ainsi, les pores formés, au niveau de la membrane plasmique, 
permettraient la co-endocytose des granzymes et de la perforine dans de larges endosomes qui serait 
ensuite perforés par la perforine en intracellulaire aboutissant à la libération des granzymes dans la 
cellule.  
Quel que soit le mécanisme par lequel le granzyme rentre dans la cellule cible, ses capacités 
inductrices de mort ne sont induites que lorsque la cellule contient, en plus, un agent capable de 
détruire les endosomes tels que la perforine ou un adénovirus [96 , 103]. La perforine est donc 
essentielle à la cytotoxicité des CTL en permettant l’accès des granzymes au compartiment 
intracellulaire.   
 
Figure 9 : Les modèles pour l’entrée des molécules lytiques dans la cellule cible 
(a) La perforine polymérise au niveau de la membrane de la cellule cible et forme des pores par lesquels 
les granzymes et la granulysine rentrent. (b) La membrane de la cellule cible exprime des récepteurs 
permettant l’entrée des granzymes et de la granulysine dans des vésicules qui sont ensuite libérés via des 
pores intracellulaires formés par la perforine. (c) Les pores formés par la perforine à la surface de la 
cellule cible permettent l’entrée de calcium. Ce flux de calcium induit un processus de réparation dans la 
cellule qui va endocyter sa membrane plasmique avec les molécules lytiques liées par des forces 




Les granzymes:  
Les granzymes sont des sérines protéases impliqués dans les détériorations cellulaires  dans les 
cellules cibles. Une fois entrés dans la cellule cible par un mécanisme discuté plus haut, les granzymes 
induisent l’apoptose rapide de la cellule cible [104]. Il existe deux types principaux de granzymes chez 
l’homme, les granzymes A et B. 
 Le granzyme A induit un processus apoptotique au sein de la cellule cible via une voie indépendante 
des caspases [105]. Il agit via de multiples mécanismes parmi lesquels l’induction de cassure dans 
l’ADN cellulaire, l’inhibition des mécanismes de réparation de l’ADN ou encore la destruction de la 
laminine ou de l’histone 1. Son action majeure réside dans le clivage d’un complexe associé au 
réticulum endoplasmique (RE) appelé le complexe SET. Ce clivage va libérer des protéines  telles que 
NM23-H1 (nonmetastatic protein 23 homologue 1) qui vont induire la dégradation de l’ADN [106].  
Les granzymes B humains et murins, bien que tout deux très pro-apoptotiques, agissent via des 
mécanismes différents [107]. Le granzyme B humain agit majoritairement via le clivage de la 
molécule Bid (membre de la famille des molécules des pro-apoptotiques) [108]. Ce clivage entraine, 
entre autre, la libération par les mitochondries de cytochrome c [109] qui entraine l’activation d’un 
grand nombre de caspases [110]. Le granzyme B peut également agir directement sur la caspase-3 et la 
caspase-8 induisant, entre autre, la fragmentation de l’ADN cellulaire [111 , 112 , 113].  
Il existe d’autres types de granzymes appelés granzymes orphelins. Chez l’homme se trouvent  les 
granzymes K, H ou M. Toutefois, leurs fonctions ne sont pour l’instant pas très bien définies. Par 
exemple, le granzyme-K est une protéase qui induit l’apoptose par un mécanisme Bid dépendant [82] 
tandis que le granzyme-M semble induire la mort cellulaire via le clivage des Ezrins (des protéines 
liant l’actine à la membrane plasmique) et de l’α-tubuline [92]. 
D’autres protéines également présentes dans les granules lytiques des CTL sont impliquées dans la 
cytotoxicité des CTL. Par exemple, la granulysine exprimée 3 à 5 jours après l’activation des CTL se 
localise dans les granules cytolytiques. Cette molécule a une activité lytique envers les microbes et les 
cellules tumorales [114]. Elle pourrait agir via la libération de cytochrome c par les mitochondries et 
l’activation de la caspase-3 [82].  
 
ii. La voie Fas/Fas-L 
La deuxième voie majoritairement impliquée dans l’activité cytotoxique des CTL est la voie Fas/Fas-L 
(Fas-Ligand), voie indépendante du flux calcique [115]. Fas-L est un récepteur de mort appartenant à 
la superfamille des récepteurs au TNF [116]. Cette molécule est exprimée à la surface cellulaire ou 
sécrétée suite  au clivage de la forme membranaire par une metalloprotéïnase zinc-dépendante : la 
Matrilysine [117]. L’interaction du récepteur Fas exprimé par la cellule cible avec Fas-L induit la 
cascade d’activation des caspases et l’apoptose de la cellule cible [118]. Fas-L est très peu exprimé à 
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l’état basal par les CTL mais son expression est induite quelques heures suite à la stimulation du TCR. 
Cette cinétique d’expression est à l’origine des 2 moyens d’action de cette voie. L’équipe de 
G.Griffiths suggère, en 1999, que Fas-L est stocké et sécrété avec la perforine et les granzymes et peut 
par conséquent induire la mort des cellules cibles [119]. Cependant, l’expression basale de Fas-L étant 
réduite, ce mécanisme est minoritaire et la cytotoxicité optimale induite par cette voie a lieu lorsque de 
nouveaux ligands sont synthétisés, soit quelques heures après la stimulation du TCR. Récemment, une 
étude a permis de mettre en évidence une sécrétion différente de Fas-L en réponse à des signaux de 
différentes forces [120]. En effet, la sécrétion des granules de Fas-L préformés a lieu avec un seuil de 
signalisation plus faible que l’induction de la néo-synthèse de Fas-L. Une étude a montré que 
l’expression prolongée de Fas-L, après l’arrêt de la signalisation via le TCR, peut induire la lyse de 
cellules innocentes c'est-à-dire n’exprimant pas d’antigènes spécifiquement reconnus par le CTL 
[121].  
 
4. Les cellules présentatrices d’antigène : les partenaires cellulaires des LT 
Une cellule présentatrice d’antigène, sensus stricto, est une cellule qui peut présenter aux LT un 
antigène complexé à une molécule de CMH. La majorité des cellules de l’organisme exprime le CMH-
1 avec des niveaux d’expression variables et peut donc être reconnue par les LT CD8+. Dans ce cas, on 
parle par convention de cellules cibles plutôt que de cellules présentatrices d’antigène. Les cellules 
exprimant le CMH-2 et pouvant présenter l’antigène aux LT CD4+ sont beaucoup moins nombreuses, 
on les appelle les CPA professionnelles. Parmi elles se trouvent les cellules dendritiques, les cellules 
monocytaires, les lymphocytes B et les macrophages. Il existe également des CPA non 
conventionnelles comme les cellules endothéliales ou épithéliales exprimant les molécules de CMH -2 
après stimulation par l'IFN-γ [122], les mastocytes [123] ou encore les basophiles [124 , 125 , 126]. 
 
a. Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité 
Les gènes : 
Le CMH ou système HLA (Human Leukocyte Antigens) chez l’homme est un ensemble, de plus de 
200 gènes, localisé sur le chromosome 6 et organisé en régions codant trois classes de molécules : les 
classes 1, 2 et 3. La classe 3 code pour différentes protéines impliquées par exemple dans la cascade 
du complément ou pour des cytokines comme le TNF, et n’a aucune fonction dans la présentation 
antigénique. Nous nous intéresserons ici plus particulièrement aux deux premières classes, impliquées 
dans la présentation antigénique aux LT.  
Afin que les cellules d’un individu puissent complexer dans leur molécule de CMH un grand nombre 
de peptides différents, l’organisme a mis au point un système d’expression génique approprié. Les 
gènes codant les molécules du CMH ont trois caractéristiques fondamentales : la polygénique, la 
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codominance et la polymorphie. En effet, trois gènes dits classiques codent pour les chaînes  du 
CMH-1 chez l’homme, nommé HLA-A, -B et -C et pour le CMH-2, on trouve les gènes DP, DQ et 
DR. La co-dominance implique que les 2 allèles (du père et de la mère) sont exprimés dans une même 
cellule. Ainsi, chez un même individu, on trouve à la surface des cellules les produits des 6 gènes de 
classe 1 (A paternel et maternel ; B paternel et maternel ; C paternel et maternel) et il en va de même 
pour les gènes de classe 2. Cette propriété permet à l’individu d’exprimer un plus grand nombre de 
molécules de CMH avec différentes gammes de spécificité de liaison des peptides. La troisième 
particularité de ce CMH est sa polymorphie c'est-à-dire l’existence de nombreux allèles de chaque 
gène dans l’ensemble de la population. Cette caractéristique rend l’échappement des pathogènes 
difficile au niveau de l’espèce. Il existe également des gènes ou des groupes de gènes supplémentaires 
au sein du complexe HLA qui codent pour des molécules de CMH dites non classiques comme HLA-
E, -F, -G, -H, -J, -X et MIC pour le CMH-1 et HLA-DM et HLA-DO pour le CMH-2. 
 
La structure des molécules du CMH : 
La molécule de CMH-1 est composée d’une chaîne de 45 KDa comportant trois domaines (α1, α2 et 
α3) semblables à ceux des Ig, un domaine transmembranaire et un domaine C-terminal intra-
cytoplasmique associé à la β2-microglobuline. En se repliant, les domaines 1et 2 forment une 
grande fente. Cette poche constitue le site dans lequel les antigènes peptidiques se lient aux molécules 
du CMH et où se concentre le polymorphisme (Figure 10). Ces molécules de classe 1 présentent aux 
LT CD8
+
 des peptides de 8 à 10 acides aminés issus de la dégradation des protéines endogènes par le 
protéasome [127]. Il existe une alternative à cette voie qui permet l’apprêtement et la présentation 
d’antigènes exogènes par les molécules de CMH-2 aux LT CD8+ : c’est la présentation croisée [128]. 
Elle permet par exemple aux CTL de répondre aux antigènes viraux qui n’infectent pas directement les 
CPA.  
La molécule de CMH-2 est une molécule hétérodimérique composée de deux glycoprotéines 
transmembranaires : une chaîne  de 30-32kDa associée de façon non covalente à une chaîne  de 27-
29 kDa. Le domaine NH2 des chaînes  et  forment un sillon pouvant fixer des peptides de 12 à 24 
acides aminés pour les présenter aux LT-CD4
+
 (Figure 10) [129]. Ces peptides proviennent de la 
dégradation de protéines extracellulaires internalisées par endocytose.  
Le peptide complexé dans la poche du CMH interagit avec les régions CDR des TCR (Figure 3) et ces 





Figure 10 : La structure des molécules de CMH-1 et de CMH-2 et de leur poche à peptide 
Adapté de Janeway, immunobiolgy, 6° édition.   
 
Cas particulier de l’activation des LT par des super-antigènes : 
L’activation des LT par des super-antigènes [130] viraux ou bactérien constitue un cas particulier 
d’activation des LT. Ces molécules constituent une large famille de toxines bactériennes et virales qui 
possèdent des propriétés immuno-stimulatrices pouvant conduire au développement de pathologies. 
Un SAg donné peut activer une large fraction de LT : entre 5 et 20% du répertoire T. A l’inverse des 
antigènes peptidiques « classiques », ils n’ont pas besoin de subir un processus d’apprêtement par les 
CPA. Ils peuvent directement se lier aux molécules de CMH-2 présentes à la surface des cellules en 
dehors de la poche à peptide du CMH. Une fois fixés sur la CPA, ils pourront activer un LT en liant la 
région variable de la chaîne  du TCR dont ils sont spécifiques (en dehors des régions CDR)(Figure 
11). Les conséquences biologiques d’une infection par des SAg peuvent être plus ou moins graves : de 
la diarrhée au choc toxique létal en passant par des effets toxiques cardiaques [131]. L’utilisation in 
vitro d’un ou plusieurs SAg chargés sur des CPA permet donc une activation polyclonale des LT et se 
rapproche de l’attaque par un pathogène in vivo dans le sens où elle ne se réduit pas à l’activation d’un 
seul clone lymphocytaire. Ce mode de stimulation est largement utilisé pour l’étude de l’activation des 
LT humains et permet des études approfondies, telles que l’étude de la synapse immunologique, des 
paramètres d’activation et de la biologie des LT humains [132, 133 , 134]. Dans notre étude nous 
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allons utiliser le super-antigène TSST-1 pour permettre l’activation polyclonale de LT exprimant la 
chaîne β2 du TCR [135].  
 
Figure 11 : Comparaison de l’interaction CMH / peptide / TCR et CMH / SAg / TCR 
Un peptide antigénique « classique » se loge au niveau de la poche à peptide des molécules de CMH et est 
reconnu par les régions CDR du TCR. Le SAg bactérien se fixe sur la chaîne α de la molécule de CMH-2 
et sur la partie Vβ du TCR dont il est spécifique. Cette liaison est indépendante de la spécificité 
antigénique du TCR et induit une activation polyclonale des LT. Adapté de [131]. 
 
b. Exemple des DC myéloïdes 
Chez l’homme, on peut classer les DC en deux grandes familles : les DC plasmocytoïdes (pDC) et les 
DC myéloïdes (mDC). Ces dernières sont les plus anciennement connues et celles auxquelles nous 
allons nous intéresser plus particulièrement. Dans les années 1970, Ralph Steinman décrit pour la 
première fois les cellules dendritiques en tant que cellules impliquées dans l’initiation des réponses 
immunes et présentes au niveau des organes lymphoïdes secondaires [136 , 137]. En réalité, des 
cellules dendritiques des tissus non lymphoïdes (ou cellules de Langherans) avaient déjà été observées 
par Paul Langherans, à la fin des années 1800, lors d’une étude anatomique de la peau. Depuis, ces 
cellules de Langherans sont devenues l’archétype des cellules dendritiques. Le cycle de vie classique 
d’une DC est souvent décrit sur la base de l’évolution de ces cellules (Figure 12), même s’il est 
maintenant bien connu que cette vision est une sur-simplification [138]. 
Ces DC ont principalement un rôle de sentinelles du système immunitaire [139] et constituent une 
barrière naturelle à l’entrée des pathogènes grâce à leur localisation anatomique. Au niveau des tissus 
périphériques, elles possèdent des capacités maximales de capture (phagocytose, macropinocytose et 
endocytose) et d’apprêtement des antigènes. En réponse à différents stimuli, tels que des produits 
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bactériens (LPS, ABN bactérien..), des dommages tissulaires ou des signaux inflammatoires (TNF-α, 
IL-1, certaines chimiokines), elles migrent vers les organes lymphoïdes secondaires grâce à 
l’expression de récepteurs aux  chimiokines inflammatoires et certaines molécules d'adhérence. Une 
fois au niveau des ganglions, les DC sont dites matures et ont des capacités de présentation de 
l’antigène aux LT CD4+ naïfs. Cette maturation se caractérise, entre autre, par l’augmentation de 
l’expression des molécules du CMH, l’acquisition des molécules d’adhérence et de co-stimulation 
(CD80, CD86, CD40), une réorganisation du cytosquelette avec apparition de dendrites ou encore la 
production d'IL-12. Il est important de noter qu’en absence de maturation,  la présentation d’antigène 




Figure 12 : Le cycle des cellules de Langherans 
Les cellules de Langherans sont les sentinelles du système immunitaire et sont résidentes au niveau de la 
peau. Suite à la rencontre et à la phagocytose de pathogènes, ces cellules migrent vers les ganglions où elles 
activent des LT naïfs. Durant cette migration, elles perdent leurs capacités de capture des pathogènes et 
acquièrent des capacités de présentation antigènique. Adapté de [138]. 
 
Modèle de DC myéloïdes humaines in vitro :  
L’étude des DC humaines in vitro fait face à de nombreux problèmes [140] et de nombreuses équipes 
ont essayé de mettre au point des protocoles de tri et de différenciation. Pour des raisons de facilité, 
beaucoup reposent sur le tri de ces cellules à partir de sang. Cependant, seulement 1% des cellules 





 (isolées de la moelle osseuse, du sang périphérique ou placentaire) [141] ou 
bien à partir de tissus périphériques tels que la peau ou de tissus lymphoïdes comme les ganglions. 
Cependant, la faible proportion de ces cellules rend les tris cellulaires relativement difficiles et 
onéreux. Des équipes ont donc développé des lignées cellulaires humaines ayant les caractéristiques 
des DC, les 3 plus répandues étant les THP-1, les HL60 et les MUTZ-3. Afin d’obtenir un grand 
nombre de cellules, des protocoles de différenciation in vitro ont été développés à partir de cellules 
mononuclées du sang périphérique (PBMC) [142] ou de monocytes [143 , 144 , 145]. En effet, en 
présence de GM-CSF et d’IL-4, les monocytes (CD14+ CD11c+ CD1a-) sont capables de se 
différencier in vitro en DC myéloïdes immatures que nous appellerons Mo-DC (pour monocytes 
derived DC) [143 , 145]. L’IL-4 a un effet inhibiteur sur la différentiation macrophagique des 
monocytes favorisant ainsi la différenciation vers la voie dendritique et elle permet de maintenir un 
phénotype immature aux DC [143]. Leur maturation peut être induite par l’ajout dans la culture de 
lipopolysaccharides (LPS) ou de TNF-α [143]. Des études chez la souris ont montré qu’une 
différenciation de monocytes en DC pouvait avoir lieu in vivo [146]. Ainsi, les Mo-DC peuvent 
représenter une voie supplémentaire mise en place pour répondre à un besoin particulier [147]. Ce 
modèle de génération de DC humaines à partir de monocytes a toutefois des inconvénients car il 
nécessite de 6 à 9 jours pour obtenir une différenciation en DC et les cellules obtenues sont très 
fragiles (posant des problèmes pour les transfections) et présentent de grandes variations antre les 
différents donneurs. De plus, une étude comparative des propriétés des mo-DC générées in vitro avec 
les mDC CD11+ isolées du sang circulant montrent des différences quant à leur capacité allo-
stimulatrice, migratoire et de sécrétion cytokinique [147 , 148]. Cependant, à l’heure actuelle, les Mo-
DC représentent le modèle de DC in vitro le plus largement utilisé mais les limites de ce système 
doivent être gardées à l’esprit car les résultats obtenus avec ces mDC « particulières » ont souvent été 





II- Interaction moléculaire lors de la rencontre LT/CPA 
1. Interaction TCR / CMH / peptide : paradoxes et modèles 
a. Problématiques  
L’activation spécifique d’un LT commence par l’engagement de son TCR avec un complexe CMH-
peptide spécifique présenté par une CPA. Cette interaction qui, de prime abord, ne semble pas si 
compliquée prend une toute autre tournure quand on s’y intéresse de plus prés. En effet, son étude 
approfondie, tant au niveau cellulaire que moléculaire, souléve de nombreux paradoxes.  
 
Durée d’interaction TCR/CMH : faible affinité mais haute spécificité 
Tout d’abord, de nombreux travaux ont montré qu’une signalisation soutenue était nécessaire pour 
induire une activation maximale du LT [149 , 150, 151]. Or, des travaux plus moléculaires, portant sur 
les paramètres d’interaction du TCR avec les complexes CMH/peptide, sont en contradiction avec les 
données cellulaires. En effet, les premières mesures d’affinité du TCR pour les complexes 





M) [152 , 153]. Par ailleurs, le développement de la technologie BIAcore a permis de connaître la 
demi-vie d’association du complexe TCR/CMH/peptide, soit quelques secondes [152, 154]. 
Récemment, l’équipe de W.Paul a révélé dans un système plus physiologique que les taux 
d’association et de dissociation du TCR avec le CMH est encore plus rapide que l’avait prédit les 
mesures en solutions [155]. Avec une approche alternative utilisant le FRET, J.Huppa et al. confirme 
ce résultat [156]. Cependant, la spécificité de cette interaction est telle que la substitution d’un seul 
acide aminé au niveau du peptide peut inhiber la capacité d’activation du LT et transformer un peptide 
agoniste en peptide antagoniste [157]. L’interaction TCR/CMH/peptide se caractérise donc par une 
faible affinité et un taux d’association et de dissociation rapide à l’inverse des interactions cellulaires 
qui conduisent à l’activation du LT. 
 
Probabilité d’interaction TCR/CMH : sensibilité 
La probabilité d’interaction entre le TCR et son ligand est limitée en raison de 2 paramètres 
principaux. Tout d’abord, si le LT exprime un grand nombre de TCR, tous de même affinité à sa 
surface, la CPA, elle, ne présente qu’un faible nombre de complexes CMH/peptide spécifiques d’un 
TCR. En effet, la majorité des molécules de CMH à sa surface est complexée à des peptides du soi, 
issus du catabolisme de protéines intra- ou extracellulaires. Une étude quantitative des années 1990, 
montre qu’un LT peut être activé par une CPA n’exprimant que 0.03 % de complexes CMH/peptide 
spécifiques [158]. La probabilité que les complexes CMH/peptique spécifiques se trouvent dans la 
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zone initiale de contact entre ces deux cellules est donc relativement faible. Le second paramètre, 
baissant encore la probabilité d’interaction TCR/CMH, est la longueur des domaines extracellulaires 
du TCR et de son ligand par rapport aux autres molécules membranaires. En effet, ces deux molécules 
faisant approximativement 7.5 nm de long, leur interaction nécessite que les membranes des deux 
cellules soit environ à 13nm l’une de l’autre [26 , 159 , 160]. Or, les LT expriment à leur surface de 
beaucoup plus grandes molécules glycosylées qui peuvent empêcher cette proximité, comme CD43 et 
ses 45 nm (Figure 13) [161].  
 
Figure 13 : Dimensions des molécules exprimées à la surface des LT 
D’après [162]. 
 
Malgré toutes ces contraintes, cette interaction est très sensible. En effet, un seul complexe 
CMH/peptide peut être détecté par un LT CD4
+
 et induire une réponse calcique alors que seulement 
une dizaine est nécessaire pour son activation [163]. Les CTL peuvent, eux aussi, détecter un seul 
complexe CMH/peptide mais une dizaine est requise pour induire un flux calcique maximal et la 
formation d’une synapse [164]. En revanche, trois complexes sont suffisants pour induire la lyse de la 
cellule cible [165].   
Deux modèles sont proposés pour résoudre ces paradoxes : le kinetic proofreading et le serial 
engagement [166].   
 
b. Le modèle du kinetic proofreading  
Initialement, le modèle du kinetic proofreading a été développé par Hopfield [167] afin d’expliquer la 
remarquable exactitude de la réplication de l’ADN et de la synthèse protéique. Il a ensuite été appliqué 
aux interactions TCR/CMH/peptide pour la première fois par McKeithan, en 1995 [168].  
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Partant du constat qu’il existe un laps de temps entre l’interaction initiale et la transduction du signal, 
ce modèle suppose que l’interaction passe par une série d’étapes intermédiaires avant d’aboutir à un 
complexe TCR/CMH actif pouvant engendrer une signalisation. Au départ, l’interaction 
TCR/CMH/peptide, spécifique ou non spécifique, forme un complexe (C0) qui peut être converti, via 
une série d’intermédiaires (Ci), en un complexe actif [169] permettant d’induire la réponse biologique 
(Figure 14). Chaque étape est nécessaire et consomme de l’énergie. Elles sont réversibles et chacun 
des intermédiaires peut-être dissocié, par le biais de phosphatases par exemple. Dans le cas de 
complexes TCR/CMH/peptide non spécifiques, le taux de dissociation est suffisamment important 
pour empêcher la formation du complexe actif [169] et donc aboutit un signal abortif. Toute l’énergie 
qui a alors été engagée dans les premières étapes est perdue pour la cellule et engendre un signal 
inhibiteur [170]. Ce système permet d’expliquer la haute spécificité de cette interaction ainsi que la 
bonne corrélation qu’il existe entre la durée d’interaction du TCR avec son ligand et l’activation du LT 
[154, 171].  En effet, un peptide antagoniste, qui induit un défaut d’activation du LT, a une plus faible 
affinité et un taux de dissociation plus élevé comparé à un agoniste [172].  
Dans le cadre de l’interaction TCR/CMH/peptide, les étapes successives peuvent, par exemple, être la 
mise en place de la transduction du signal avec différentes phosphorylations sur tyrosines, des 
changements de conformation protéique, la génération de seconds messagers ou bien encore le 
recrutement des molécules. Un des intermédiaires réactionnels pourrait être le changement de 
conformation de la sous-unité CD3ε qui permet l’exposition d’une région riche en proline nécessaire 
pour l’établissement d’une autre étape : le recrutement d’une protéine adaptatrice [173]. De manière 
intéressante, ce changement de conformation est induit par un peptide agoniste et pas par un peptide 
antagoniste [174].  
 
Figure 14 : Modèle du Kinetic proofreading adapté à la transduction du signal en aval du TCR 
Le complexe C0 formé entre le TCR d’une part et le complexe CMH/peptide d’autre part subit une série 
de modifications amenant à la formation d’intermédiaires (C1,C2…) jusqu’a la production du complexe 
actif CN, capable d’induire la signalisation. Chaque étape est réversible, la dissociation du complexe 




Ce modèle semble être important dans le processus de la sélection thymique. En effet, l’affinité de 
l’interaction TCR/CMH/peptide conditionne le devenir des thymocytes puisqu’un signal trop faible ou 
trop fort entraine la mort de la cellule. L’étude de Alam montre qu’une fenêtre de seulement 1 log 
permet de discriminer la sélection positive de la sélection négative [1]. 
 
c. Le modèle du serial triggering 
Si le kinetic proofreading permet d’expliquer la haute spécificité d’activation des LT induite par 
l’interaction TCR/CMH/peptide, il ne permet en aucun cas d’expliquer sa haute sensibilité. En 
d’autres termes, comment de si courtes interactions CMH/peptide permettent aux LT de reconnaître un 
petit nombre de complexes CMH/peptide distribué sur la CPA et d’induire une signalisation dans le 
LT ? 
Le modèle du serial triggering a était suggéré, en 1995, par les travaux de S.Valitutti [175 , 176]. Il se 
base sur 2 faits majeurs : l’activation du LT avec seulement quelques complexes CMH/peptide [177] 
et l’internalisation et le recyclage continuel du TCR suite à sa liaison spécifique avec son ligand [178, 
179]. Selon, ce modèle un complexe CMH/peptide engage en série un très grand nombre de TCR 
emmenant ainsi à un signal soutenu et amplifié (Figure 15). En effet, dans ce travail les auteurs ont pu 
observer que lors d’un contact LT/CPA, le nombre de TCR engagé est supérieur au nombre de 




Figure 15 : Modèle d’engagement en série des TCR ou « serial triggering ».  
Un seul complexe CMH/peptide spécifique peut engager séquentiellement plusieurs TCR durant 
l’interaction prolongée entre le LT et la CPA. L’engagement d’un TCR permet le recrutement de 
protéines de signalisation et la mise en place des voies de transduction du signal. Le TCR engagé se libère 
rapidement de l’interaction avec le complexe CMH/peptide qui redevient libre de pouvoir engager un 
nouveau TCR. Les TCR engagés (en bleu) sont finalement internalisés. Adapté de [176].  
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Dans ce modèle, le fort taux de dissociation entre le TCR et son ligand est un avantage puisqu’il 
permet à un complexe CMH/peptide, après dissociation d’un premier TCR, d’engager 
séquentiellement un deuxième TCR aboutissant ainsi à des processus d’engagement et de dissociation 
en série. L’utilisation de variants peptidiques dont le taux de dissociation est diminué ou augmenté par 
rapport au peptide agoniste de référence, a permis de mieux comprendre les conséquences de la 
spécificité de l’antigène sur l’activation T [180]. Dans les 2 cas, ils peuvent induire un défaut 
d’activation du LT. Une liaison pour un temps court pourrait résulter en une activation partielle ou 
absente alors qu’une interaction trop longue pourrait défavoriser le serial triggering. En accord avec 
cette théorie, l’étude menée par Hudrisier montre que la réponse fonctionnelle des CTL dépend de la 
fréquence d’engagement en série des TCR. Une liaison covalente du TCR avec le complexe 
CMH/peptide, autrement dit un engagement permanent des TCR, induit l’abolition de la signalisation 
soutenue dans le lymphocyte T [181]. L’importance de la demi-vie du complexe TCR/CMH/peptide 
doit donc être optimale [180].  
Les modèles du kinetic proofreading et du serial engagement ne sont pas exclusifs l’un de l’autre. En 
effet, le kinetic proofreading explique plutôt la spécificité d’interaction au niveau moléculaire. Pour 
devenir activé, un TCR lié doit subir une série de modifications avant de se dissocier du complexe 
CMH/peptide. En revanche, le serial triggering explique la sensibilité d’interaction plutôt au niveau 
cellulaire. Dans des conditions physiologiques où la densité de complexes CMH/peptide spécifiques 
sur la CPA est faible, la demi-vie de liaison du complexe TCR/CMH/peptide doit être assez courte 
pour permettre à un seul complexe CMH/peptide d’engager en série de multiples TCR requis pour 
l’activation de la cellule T. 
De récentes études viennent complexifier ces modèles en concluant que l’affinité et la demi-vie 
d’interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide ne suffisent pas à expliquer les différentes 
capacités stimulatrices des différents complexes CMH/peptide étudiés. Les auteurs proposent que si le 
taux de dissociation est suffisamment élevé, un TCR peut se relier au ligand dont il vient de se 
détacher (Figure 16). Ils définissent ainsi le temps de confinement qui mesure le temps d’interaction 
total entre un TCR et un complexe CMH/peptide en tenant compte des interruptions entre les 




Figure 16 : Modèle d’interaction du TCR avec son ligand impliquant le confinement  
Initialement, il était admis que, quand un TCR se lie à un complexe CMH/peptide, leur dissociation est 
suivie par une diffusion de ces deux molécules chacune de leur côté ce qui rendait impossible une nouvelle 
interaction. Cependant, dans certaines conditions, elles peuvent se réassocier avant la réversion de la 
signalisation. Adapté de [182]. 
 
2. Autres molécules impliquées  
L’interaction du TCR d’un LT naïf avec le complexe CMH/peptide à la surface d’une CPA ne suffit 
pas à déclencher sa différenciation en LT effecteur. En effet, il doit recevoir un deuxième signal de la 
part de la CPA, appelé signal de co-stimulation via l’interaction de CD80/CD86 sur la CPA avec 
CD28 exprimé par le LT. Quel que soit l’état d’activation du LT, l’interaction avec une CPA implique 
l’engagement de multiples autres molécules. L’expression de ces molécules sur les CPA est donc 
nécessaire à leurs fonctions. Ces multiples interactions régulent à la fois l’activation du LT et celle de 
la CPA et sont donc la base d’un véritable dialogue intercellulaire. Je vais dans cette partie détailler 
deux interactions protéiques capitales lors de l’interaction LT/CPA et qui ont été étudiées lors des 
travaux effectués pendant ma thèse : l’interaction entre CD80/CD86 et CTLA-4 (Cytotoxic T 
lymphocyte associated protein-4)/ CD28 et celle entre CD40 et CD40L. 
 
a. Interaction CD80-CD86/CTLA-4-CD28 
Les deux membres de la famille B7, la molécule B7-1 ou CD80 [185] et la molécule B7-2 ou CD86 
[186] ont des récepteurs identiques : le CD28 et le CTLA-4. CD80 et CD86 sont des protéines 
monomériques avec deux domaines extracellulaires apparentés aux Ig et exprimées principalement par 
les CPA professionnelles activées. Ces molécules ont des cinétiques d’expression et des affinités 
particulières. CD86 est constitutivement exprimée à la surface des CPA et son expression augmente 
suite à l’interaction avec CD28. La molécule CD80 est induite lentement suite à l’activation de la CPA 
et est stable pour une plus longue durée (4-5 jours) en comparaison de CD86  exprimée à son 
maximum après 48 heures.  
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La molécule CD28 fait partie de la famille des Ig et est exprimée par les LT de manière constitutive. 
CTLA-4 a une cinétique d’expression plus complexe. Dans les LT au repos, cette protéine 
transmembranaire est présente dans des vésicules intracellulaires et, suite à l’activation du TCR, elle 
se retrouve exprimée à la membrane au niveau de la synapse immunologique. De plus, CD28 a un taux 
de recyclage plus lent que celui de CTLA-4, qui a une demi-vie d’expression à la membrane de 2 
heures [187]. 
La molécule CD86 se lie préférentiellement à CD28 tandis que CD80 se lie préférentiellement à 
CTLA-4. Les protéines CD86 et CD28 étant exprimées de manière constitutive, leur interaction est 
possible dés la rencontre entre le LT et la CPA. Cet engagement génère un signal positif d’activation 
nécessaire aux LT naïfs pour leur pleine activation et induit la prolifération, la production de cytokines 
et l’inhibition de l’induction de tolérance [188 , 189]. L’interaction CD80 /CTLA-4 est favorisée plus 
tard compte tenu de la cinétique d’expression de ces 2 protéines et de l’affinité supérieure de CTLA-4 
comparée à CD28 pour les molécules B7. Elle génère un signal plutôt négatif et est impliquée dans les 
étapes de terminaison de la signalisation et dans l’induction d’anergie [190 , 191]. L’engagement de 
ces molécules génère aussi des signaux du côté de la DC. Celui de CD28 induit une augmentation de 
la production d’IL-6 par les DC et donc un effet positif sur l’activation des LT [192]. En revanche, 
CTLA-4 induit un effet plutôt négatif avec l’augmentation de l’expression de l’enzyme, indolamine, 
2,3, dioxygenase, dans les DC résultant en une dégradation du tryptophane et donc en l’inhibition de la 
prolifération des LT [193]. 
 
b. Interaction CD40/CD40L 
Identifié en 1985, la molécule CD40 est un récepteur membranaire appartenant à la famille des 
récepteurs au TNF. A l’origine, ce récepteur a été identifié et caractérisé dans les LB. Par la suite, de 
nombreuses études révèlent son expression dans un grand nombre de cellules comme les monocytes, 
les cellules dendritiques, endothéliales ou épithéliales ainsi que dans les LT activés [194]. Presque 10 
ans plus tard, an 1992, deux équipes américaines caractérisent pour la première fois sur des LT activés, 
le ligand du CD40 murin ou CD40L [195 , 196]. De plus, cette étude démontre l’influence de 
l’interaction CD40/CD40L sur la capacité de prolifération des LB et sur la commutation isotypique. 
La même année, le CD40L humain est découvert [197 , 198] à partir de LT fraîchement purifiés et 
stimulés. D’autres recherches ont permis de montrer que le CD40L est exprimé par un large nombre de 
cellules incluant les plaquettes, les LB, les cellules musculaires et les DC [194]. En plus de sa forme 
membranaire, le CD40L peut également être actif sous forme trimérique soluble [199]. En effet, un LT 
stimulé peut générer un produit de clivage du CD40L [199 , 200 , 201]. Ce CD40L soluble ne provient 
pas d’un clivage protéolytique du CD40L membranaire mais est généré en intracellulaire via 
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l’implication de la métalloprotéine ADAM-10. Les deux isoformes, soluble et membranaire, du 
CD40L sont différemment régulés selon le type d’activation du LT [202].  
L’interaction CD40/CD40L est largement impliquée dans le dialogue LT/DC [194] car elle induit des 
effets réciproques dans le LT et la DC [203]. L’engagement de CD40 augmente la survie (via 
l’augmentation d’expression de Bcl-2) et les capacités de cellules présentatrices d’antigène des DC en 
augmentant leur maturation. En effet, il augmente l’expression des molécules de CMH-2 et de co-
stimulation CD80 et CD86, induit des changements morphologiques avec une augmentation du 
nombre de dendrites et la production de cytokines comme le TNF-α, l’IL-8 et MIP-1α (macrophage 
inflammatory protein 1 alpha) [204]. Il induit également la production d’IL-6 et d’IL-12 en 
combinaison avec l’IFN-γ [62 , 205]. 
Des protocoles thérapeutiques utilisant des agents bloquants de l’interaction CD40/CD40L sont mis au 
point dans le cadre de greffes et de maladies auto-immunes. Des anticorps bloquants induisent une 
survie prolongée des greffes et agissent en synergie avec un blocage de l’interaction d’autres membres 
de la famille du TNF ou des molécules de co-stimulation B7 [206]. Des essais cliniques, en 
cancérologie humaine, reposent également sur le ciblage de CD40 via par exemple l’utilisation de 
CD40L humains trimériques chez des patients atteints de tumeurs solides ou par l’utilisation 
d’anticorps agonistes anti-CD40.  
 
3. Activation des voies de transduction du signal 
L’interaction entre un LT et une CPA induit l’engagement de multiples molécules de surface activant 
des voies de signalisation multiples et interconnectées (Figure 17). La transduction du signal dans un 
LT peut se diviser en 3 grandes étapes. Tout d’abord, des éléments dits proximaux initient la 
transduction du signal via le recrutement et l’activation de protéines tyrosines kinases et de protéines 
adaptatrices. Ces événements permettent l’induction de multiples voies de signalisation en aval du 
TCR et aboutissent à l’activation de facteurs de transcription qui, in fine, influencent la réponse de la 
cellule T : prolifération, différenciation, production de cytokines ou encore mise en place du potentiel 
cytotoxique.  
 
a. Evénements proximaux de signalisation  
Les évènements proximaux de signalisation peuvent se diviser en 4 étapes : 
1-  L’activation et le recrutement rapide de protéines tyrosines kinases de la famille des Src : 
Lck (rôle majeur) et Fyn. Via son association avec les corécepteurs CD4 et CD8 [207], Lck est recruté 
à proximité du complexe TCR/CD3 suite à une interaction TCR/corécepteur/CMH/peptide. 
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L’activation de Lck est régulée par 2 protéines : la kinase inhibitrice des src, Csk (C-terminal Src 
Kinase) et la phosphatase CD45. En absence de stimulation via le TCR, Csk et Lck sont relativement 
proches ce qui permet la phosphorylation constitutive de Lck sur sa tyrosine inhibitrice [208]. Suite à 
l’engagement du TCR, la relocalisation de Csk dans le cytoplasme [209 , 210] et le recrutement 
synaptique précoce de CD45 facilitent son activation [211]  
2- La phosphorylation par Lck et Fyn des tyrosines sur les motifs ITAM au niveau des 
domaines intra-cytoplasmiques des chaînes du complexe CD3 [212]. En effet, le TCR étant dépourvu 
de domaine intracellulaire pouvant initier la transduction de signal, le complexe CD3 avec ses 10 
motifs ITAM est à l’origine de la transduction du signal des LT (Paragraphe I.2, Figure 4).  
3- Le recrutement de la protéine tyrosine kinase ZAP-70 (Zeta-chain-associated protein kinase 
70) au niveau des ITAM phosphorylés, via ses deux domaines SH2 (Src homology 2) [213] et son 
activation par phosphorylation via les Src kinases [214]. 
4- L’activation par ZAP-70 de la protéine adaptatrice LAT (Linker for Activation of T cells) : 
molécule pivot dans la mise en place et la connexion des différentes voies de transduction du signal 
[215, 216]. Une étude utilisant un complexe CMH/peptide photo-activable a démontré une 
phosphorylation de LAT seulement quatre secondes après l’interaction productive du TCR [217].  Une 
autre protéine adaptatrice importante dans la transduction du signal, et aussi substrat de ZAP-70, est 
SLP-76 (SH2-domain-containing leucocyte protein of 76 kDa). 
 
b. Les principales voies de signalisation  
Comme illustré sur la figure 17, suite à l’engagement du TCR, plusieurs voies de signalisation se 
mettent en place :  
-  la voie calcique (couleur violette sur le schéma) 
-  la voie de la protéine kinase C ζ (PKCζ) (couleur orange 
-  la voie Ras/ERK (couleur verte)  
-  la voie Vav-1/Jun (couleur bleue).  
Toutes ces voies convergent vers le noyau, dans le but de moduler l’expression de gènes impliqués 





Figure 17 : Les voies de signalisation en aval du TCR 
Extrait de Valitutti and Espagnolle, Encyclopedia of Life Sciences, 2005. 
 
i. la voie calcique 
Suite à l’interaction du TCR avec un complexe CMH/peptide spécifique, une augmentation de la 
concentration en calcium intracellulaire ([Ca
2+
]i) a lieu dans le LT. Cette variation est un paramètre qui 
permet d’évaluer l’état d’activation d’un LT et qui est, à ce titre, très utilisée dans les expériences in 
vitro [218]. L’étude menée par l’équipe M.Davis démontre que cette augmentation de calcium est 
observable 6 secondes après l’interaction spécifique du TCR avec un complexe CMH/peptide [217]. 
Une vue d’ensemble de la signalisation calcique dans le lymphocyte T est représentée sur la figure 18. 
L’enzyme clé, dont découle la voie calcique, est la Phospholipase Cγ1 (PLCγ1). Elle est recrutée via 
son association avec LAT et est activée par phosphorylation sur des tyrosines régulatrices par des 
protéines tyrosines kinases de la famille des Tec kinases [219] et par la ZAP-70. La fonction première 
de la PLCγ1 est l’hydrolyse de son substrat membranaire, le PiP2 (phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate) en deux seconds messagers : le DAG (1,2 Diacylglycerol) et l’IP3 (Inositol 1,4,5 
trisphosphate). De manière schématique, le DAG engendrera la voie de la PKCζ et l’IP3 permettra le 
lancement de la voie calcique. 
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La fixation de l’IP3 sur des récepteurs, présents à la surface du réticulum endoplasmique (RE), induit 
la libération des stocks calciques réticulaires dans le cytoplasme. Cette libération des stocks 
intracellulaires induit l’ouverture des canaux calciques CRAC (Calcium Release Activated calcium 
Chanel), au niveau de la membrane du LT. Cette ouverture engendre une entrée massive de calcium 
depuis le milieu extracellulaire permettant d’assurer une [Ca2+]i élevée et continue. Récemment, le rôle 
des mitochondries dans l’ouverture continue de ces canaux CRAC a été mis en évidence (paragraphe 
III.4.c). Ce calcium se fixe alors sur la calmoduline permettant l’activation de la calcineurine. La 
calcineurine est une phosphatase qui assure la déphosphorylation du facteur de transcription NFAT 
(Nuclear Factor of activated T cells). Sous forme phosphorylée NFAT a une localisation 
cytoplasmique, sa déphosphorylation permet sa translocation nucléaire par le démasquage d’une 
séquence de localisation nucléaire. Il est important de noter que la rétention nucléaire de NFAT 
requiert une activation continue par la calcineurine, car le facteur de transcription peut sortir du noyau 
à tout moment, à cause de sa phosphorylation par une sérine kinase, GSK3 (Glycogene synthase 
kinase 3) [220]. Le maintien de la signalisation calcique est donc important pour cette étape. NFAT, 
en coopération avec d’autres facteurs de transcription, induit l’expression de multiples gènes dont 
certains codant des protéines impliquées dans le cycle cellulaire ou dans la communication cellulaire 
(TNF-α, IL-2, IL-4 et CD40L). De manière inverse, certains gènes de molécules impliquées dans la 
signalisation du TCR (PLC, LAT, Lck, CD3δ) sont réprimés pouvant constituer un rétrocontrôle 
négatif de l’activation du LT [221].  
 
Figure 18 : Vue d’ensemble de la voie calcique  




Outre la régulation de l’expression de gènes via NFAT, l’augmentation de la concentration en calcium 
intracellulaire semble avoir un impact sur le « stop signal » du LT. En effet, comme nous le verrons 
plus en détail dans le chapitre III.2.b, un LT à la recherche de son antigène est une cellule hautement 
mobile qui présente une forme étirée. Lorsqu’il entre en interaction avec une CPA lui présentant un 
complexe CMH/peptide spécifique, la LT s’immobilise et s’arrondit : ce phénomène est qualifié de      
« stop signal » (Figure 19). Cette immobilisation du LT est précédée par une augmentation de la 
concentration en calcium intracellulaire. La diminution artificielle de l’intensité du flux calcique induit 
une inhibition du « stop signal » [223]. Cette immobilisation implique l’activation de la calpaïne, une 
protéase calcium-dépendante. Elle permet de libérer LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-
1), de son ancre cytosquelettique afin de lui permettre d’être mobile à la surface cellulaire. LFA-1 peut 
ainsi se localiser au niveau de la jonction cellulaire, une étape fondamentale pour la stabilisation du 
conjugué [224].  
 
Figure 19 : La rencontre LT/DC et le « stop signal » calcium dépendant 
Lors du contact inital, la [Ca
2+
]i est basse et les stocks au niveau du RE sont pleins. (b) Après quelques 
minutes, une zone de contact discontinue apparaît et une grande élévation de la [Ca
2+
]i est observée, 
emmenant à l’immobilisation de la cellule T. c) Alors que la zone de contact s’étend et que l’interaction 
devient plus forte entre les deux cellules, la [Ca
2+
]i se stabilise à un niveau modéré : les stocks restent vides 
et l’influx calcique reste activé. d) La mobilisation de Ca2+ prolongée, ainsi que d’autres signaux 
d’activation, permettent la translocation nucléaire de facteurs de transcription tel que NFAT et la 
modulation de l’expression génique. Adapté de [224]. 
 
ii. La voie de la PKC 
Dans les LT CD8
+
 et les LT CD4
+
, la PKC est recrutée très rapidement à la  synapse  immunologique 
de manière antigène spécifique [225]. Son activation est induite par le DAG (qui permet un 
changement de conformation nécessaire à son activation) et par Lck qui phosphoryle une de ses 
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tyrosines. Une fois activée, la PKC va activer Ikk (Inhibitor of θB kinase) qui, à son tour, assure la 
phosphorylation de IθB. A l’état non phosphorylé, IθB forme un complexe stable avec le facteur de 
transcription NFθB (Nuclear factor-kappa B) et assure sa séquestration cytoplasmique. La 
phosphorylation crée un site de reconnaissance pour les ubiquitine-ligases et entraine sa dégradation 
au niveau du protéasome. La libération de NFθB révèle un site de localisation nucléaire et entraîne sa 
translocation dans le noyau de la cellule T [226] (Figure 17). Cette voie de signalisation est importante 
dans le processus de différenciation TH1/TH2. En effet, l’absence de la PKC empêche le 
développement des lymphocytes TH2 alors que la différenciation vers un phénotype de type TH1 n’est 
pas altérée [227]. 
 
iii. la voie des MAP Kinases  
La voie de signalisation des MAPK (mitogen activated protein kinase) est très conservée au cours de 
l’évolution et utilisée de façon ubiquitaire dans l’organisme. Il existe trois groupes de MAPK chez les 
mammifères : Erk 1 et 2 (Extra-cellular signal-Regulated protein Kinases), les p38 MAPK et les JNK 
(c-Jun NH2-terminal Kinases). L’activation des différentes MAPK résulte de l’enchaînement d’une 
cascade de phosphorylations sur des résidus sérines et thréonines. Les MAPK sont phosphorylées par 
des MAPK kinases (MAPKK), elles-mêmes phosphorylées par des MAPK kinases kinases 
(MAPKKK) aboutissant, in fine, à une translocation nucléaire. 
 
La voie Ras/ERK : 
Suite à l’engagement du TCR avec son ligand spécifique et la déroulement  des événements précoces 
de la signalisation,  la protéine LAT se lie avec  la protéine adaptatrice Grb2 [228]. Cette dernière 
recrute la GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) Sos ce qui permet l’activation de la GTPase 
Ras. Il est intéressant de noter que Ras peut aussi être activé par RasGRP1, lui-même activé, par les 
produits de la PLCγ1 [229], démontrant les interconnections existantes entre les différentes voies de 
signalisation. Ras active Raf-1, qui active MEK qui, à son tour,  phosphoryle Erk 1 et 2. Une fois 
phosphorylées, Erk 1 et 2 pénètrent dans le noyau sous forme de dimère et phosphorylent différents 
facteurs de transcription comme Elk-1 qui assurera l’activation de c-Fos (Figure 17). 
 
La voie Vav-1/Jun : 
En parallèle, SLP-76 permet le recrutement, au niveau de la synapse,  et la phosphorylation de  Vav-1 
qui va activer la Rho GTPase Rac. De là, découle une cascade de phosphorylation aboutissant à la 
phosphorylation de JNK. JNK phosphoryle alors c-Jun, qui s’associe à c-Fos pour former le complexe 
AP-1 (Activator protein-1) (Figure 17). Ce complexe est très important pour la transcription des gènes 
à l’IL-2, la prolifération et la différenciation [230].  
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Vav-1 agit, aussi, sur la dynamique du cytosquelette d’actine. Cette protéine active les Rho GTPase : 
Cdc42, Rho-A et Rac-1 et induit le recrutement à la SI de HS1 (haematopoietic-cell-specific protein-1) 
(Figure 20) [231]. Les Rho GTPase ont de multiples fonctions au sein des LT comme la régulation de 
la survie, de la prolifération ou de la différenciation. Toutefois, le premier rôle qui leur a été attribué 
est la réorganisation du cytosquelette d’actine. Cdc42 et Rac-1 vont respectivement activer WASP 
(Wiskott–Aldrich syndrome protein) et Wave-2 (WASP-family verprolin homologous protein-2) : 
deux protéines essentielles dans la régulation de  l’actine via la complexe Arp 2/3 (actin-related 
protein-2/3). HS-1 agit en concert avec Wave-2 et WASP en stabilisant les filaments d’actine via la 
favorisation de la liaison d’Arp2/3 avec la F-Actine.  Le rôle de Cdc42 a été étudié grâce à l’étude de 
patients WAS (Wiscott-Aldrich immunodeficiency syndrome). Ces patients ont un défaut dans la 
protéine effectrice de Cdc42, WASP (Wiscott-Aldrich immunodeficiency syndrome protein) qui se 
reflète par des anormalités d’activation et de cytosquelette dans les LT. Vav-1 permet aussi le 
recrutement à la synapse de la GTPase DNM2 (dynamine-2) et de la methyltransférase EZH2 
(enhancer of zeste homologue-2) qui semblent être impliquées dans l’organisation de l’actine.  
 
Figure 20 : Rôle de Vav-1 dans la dynamique de l’actine au cours de l’interaction LT/CPA  
Vav-1 est recruté au niveau du complexe LAT/SLP76. Cette protéine induit l’activation, via l’échange du 
GTP en GTP, des Rho GTPase Cdc42 et Rac-1. De plus, Vav-1 peut interagir avec EZH2  pour réguler 
l’activation de ces GTPase ainsi que la polymérisation de l’actine. Cdc42 active WASP qui induit la 
polymérisation de l’actine via son association avec le complexe Arp2/3 tandis que Rac-1 interagit avec 
Wave2. De plus, via leur interaction avec Vav-1, DNM2 et HS1 se localise à la synapse où elles peuvent, 
elles aussi, participer à la dynamique du cytosquelette d’actine. Adapté de [231]. 
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iv. la voie de la PI3K (Phosphatidylinositol-3-OH)  
La régulation des phospholipides inositol par le TCR via l’action de la PLCγ1 est la voie de 
signalisation définie le plus tôt dans les lymphocytes. Cependant, l’engagement du TCR stimule aussi 
le « turn over » des inositols lipidiques par le contrôle de l’activité de la PI3K. La PI3K est composée 
d’une sous-unité catalytique de 110 Kda (p110) et d’une sous-unité régulatrice de 85 Kda (p85) et est 
rapidement activée et recrutée au niveau membranaire après engagement du TCR [232]. L’activation 
de la PI3K produit du phosphatidylinositol-3-phosphate [101], du phosphatidylinositol-3,4-phosphate 
(PiP2) ainsi que du phosphatidylinositol-3,4,5-phosphate (PiP3). Ces lipides membranaires se lient aux 
domaines PH (Pleckstrin Homology) des protéines permettant ainsi leur recrutement membranaire et 
leur activation par l’effet de proximité avec d’autres protéines. Les protéines ainsi recrutées sont 
impliquées dans les processus de croissance et de survie cellulaire, mais également, dans la 
réorganisation du cytosquelette d’actine. 
Les premiers modèles pour l’activation de la PI3K étaient réalisés dans le contexte du récepteur de co-
stimulation CD28. En effet, les molécules accessoires sont connues pour coopérer avec le TCR pour 
l’activation des LT et l’activation de cette voie en est une bonne illustration [233]. L’engagement de 
CD28 avec son ligand, CD80 ou CD86, induit la phosphorylation sur tyrosine de CD28 et la formation 
d’une interaction de haute affinité entre les domaines SH2 de p85 et les séquences phosphorylées de 
CD28 [234]. D’autres protéines, telles que TRIM ou LAT, peuvent interagir avec la PI3K et permettre 
son recrutement synaptique et son activation. 
Parmi les protéines recrutées via la PI3K se trouvent les Tec kinases qui permettent d’activer la PLCγ1 
et donc créent une connexion entre la voie de la PI3K et la voie calcique [235].  
L’activation de la PI3K induit également le recrutement et l’activation à la membrane plasmique de 
Akt, connue également sous le nom de PKB (protéine kinase B) via une sérine/thréonine kinase de 
67kDa : PDK1 (Phosphoinositide-dependent protein kinase 1) [236]. Akt/PKB possède plusieurs 
fonctions au sein du lymphocyte T. Il peut, entre autre, phosphoryler et inactiver GSK3 (Glycogen 
Synthase Kinase-3), facteur responsable de l’export nucléaire de NFAT [237]. De cette façon, Akt 
peut intervenir dans la régulation de la production cytokinique. 
Une troisième classe de protéines contenant des domaines PH et régulées par la PI3K sont  les 




III- Interaction cellulaire LT / CPA et la formation de la synapse 
immunologique 
 
Les lymphocytes Tαβ sont activés via l’engagement de leurs récepteurs (TCR) avec des complexes 
peptide/CMH exprimés à la surface des CPA. Bien que la spécificité de reconnaissance antigénique 
soit déterminée par l’interaction du TCR avec son ligand, le devenir de la rencontre entre un LT et une 
CPA dépend de l’intégration des signaux provenant du TCR et de molécules accessoires engagées à 
l’interface cellulaire. En effet, l’interaction entre un LT et une CPA aboutit à la formation d’une aire 
spécialisée au niveau de la zone de contact appelée synapse immunologique (SI). 
En 1984, M.Norcross et al. utilise pour la première fois le terme de «synapse immune » pour décrire 
les interactions LT/CPA, par analogie entre le processus d’activation de la cellule T et les processus de 
communication cellulaire trouvés dans d’autres organes, spécialement au niveau du système nerveux 
et des épithéliums [238]. Cependant, la différence majeure réside dans le fait que les échanges 
cellulaires au niveau des neurones ou des épithéliums sont stables pendant des années tandis que les 
échanges entre les cellules du système immunitaire sont de courtes durées (de l’ordre de la minute ou 
de l’heure) et nécessitent donc une dynamique de formation bien organisée.  
Le premier aperçu de la SI a été l’observation en 1980 du phénomène de polarisation des LT, détaillé 




 ou des cellules 
NK et des CPA révèlent une réorientation du centre organisateur des microtubules ou MTOC 
(Microtubule organizing center) et de l’appareil de golgi au niveau de l’aire de contact cellulaire [84 , 
239 , 240 , 241]. Vingt ans après sa découverte, la mise au point de deux nouvelles techniques, la 
microscopie à déconvolution de conjugués LT/CPA fixés et la reconstitution de synapses via 
l’utilisation de bicouche lipidiques,  permettent de mettre à jour l’organisation moléculaire de cette SI.  
Depuis, avec l’avancée des recherches et des techniques d’étude, le terme de synapse immunologique 
n’a cessé de se complexifier et la structure qui était au départ considérée comme relativement stable 
est maintenant définie comme une structure hautement dynamique et diversifiée. En effet, à l’heure 
actuelle, les chercheurs parlent plus de « synapses immunologiques » au pluriel que de « synapse 
immunologique » au singulier, du fait de leurs diversités structurales et fonctionnelles [242]. 
 
1. Architecture des SI 
Dans une revue de 2004, l’équipe de P.Friedl classifie les différents types de SI en 5 groupes : la 
synapse mono-centrique ou stable, la synapse sécrétrice, la synapse multi-centrique, la synapse non 
ségrégée et la synapse dynamique (Figure 21) [243 , 244]. Si dans certaines conditions un type de 
synapse particulier est observé, il est important de noter que l’observation cinétique de cellules 
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vivantes indique des réarrangements moléculaires variables qui peuvent résulter en des structures 
différentes ou incomplètes. 
 
Figure 21 : La diversité des synapses immunologiques 
La classification des différents types de SI établit par P.Friedl et son équipe en 2004 : (a) La SI mature, 
concentrique ou stable (b) la synapse sécrétrice (c) la synapse multicentrique ou partiellement ségrégée (d) 
la synapse non ségrégée et (e) la synapse dynamique. Adapté de [244]. 
 
a. Synapse mono-centrique ou mature : « l’œil de bœuf » 
i. Organisation spatiale 
Dés les années 1990, T.Springer et al. propose que des complexes moléculaires de différentes tailles 
peuvent être ségrégés dans des domaines différents à l’interface entre un LT et une CPA. Il propose un 
modèle dans lequel la zone de contact est enrichie en complexe TCR/CMH et CD2/CD58 avec à côté, 
des zones où s’accumulent des molécules de plus grandes tailles comme LFA-1 et CD45 [159]. Grâce 
à la microscopie confocale à déconvolution, l’organisation moléculaire tridimensionnelle de la synapse 
a été mise à jour via l’étude détaillée de la ségrégation spatiale de protéines entre un LT CD4+ et un 
LB chargé en antigène (Figure 22) [245]. Les images obtenues confirment et approfondissent 
l’hypothèse de T.Springer. L’aire synaptique est formée de zones distinctes appelées les SMAC (Supra 
Molecular Activation Cluster). Le cSMAC (central SMAC) est le cœur de la synapse et correspond à 
l’accumulation des TCR. Rapidement, des études complètent ces données et démontrent que certaines 
molécules comme le CD4 ou LFA-1 sont beaucoup plus fortement enrichies au niveau du cSMAC, de 
6 à 8 fois par rapport au reste de la membrane cellulaire, contre seulement 2 à 3 fois pour le TCR. 
La molécule de co-stimulation CD28 est elle-auss, enrichie au niveau du cSMAC, ce qui permet de 
faciliter son action synergique avec le TCR. Le pSMAC (peripheral SMAC) est la zone qui entoure 
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directement le cSMAC et est composée de protéines accessoires comme LFA-1 et la taline (protéine 
de liaison à l’actine). Plus tard, une troisième structure appelée dSMAC (distal SMAC) est décrite. 
Elle est la plus externe des zones composant la synapse immunologique. Elle contient de grosses 
molécules glycosylées, inhibitrices et exclues de la synapse comme les phosphatases CD45 et CD148 
ou la molécule CD43 connue pour interagir avec le cytosquelette d’actine par l’intermédiaire des 
molécules ERM (ezrine, radixine, moésine) (Figure 22) [246 , 247 , 248]. L’observation in vivo dans 
des ganglions lymphatiques de LT a permis d’observer l’accumulation du TCR et l’exclusion de CD43 
de la SI [249, 250].  
 
Figure 22 : La synapse immunologique mature ou mono-centrique 
A- La synapse immunologique dite mono-centrique est organisée spatialement en trois zones. La zone 
centrale, le cSMAC contient entre autre le TCR, les corécepteurs et les molécules de co-stimulation. Le 
pSMAC contient la protéine d’adhérence LFA-1 et la taline qui permettent l’ancrage au cytosquelette 
d’actine. Le dSMAC, zone la plus externe de la synapse, regroupe de grandes molécules telles que les 
phosphatases CD45 et CD43. B-Vue de face, côté LT, de la synapse immunologique mature. Adaptés de 
Valitutti and Espagnolle, Encyclopedia of Life Sciences, 2005. C- Image de microscopie montrant la 
redistribution 3D des complexes TCR-CD3 (en vert) et de LFA-1 (en rouge) après 30 minutes, dans des 
conjugués LT/CPA. Extrait de [245]. 
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Cette ségrégation protéique de surface est accompagnée d’une réorganisation des protéines 
intracellulaires telle que celles impliquées dans la signalisation induite par l’engagement productif du 
TCR. Effectivement, les molécules comme la PKC, Lck ou Fyn se retrouvent accumulées au niveau 
du cSMAC [245, 251]. Cependant, il est important de noter que ce n’est pas la formation du cSMAC 
qui permet la transduction du signal puisque celle-ci précède la formation de la SI mature (Paragraphe 
III.3.a) [251]. 
La synapse immunologique mono-centrique est la synapse immunologique de référence, la première 
décrite. Souvent les termes «synapse immunologique» et «synapse immunologique mature ou mono-
centrique» sont employés de manière interchangeable, mais cette notion est fausse pour deux raisons 
principales. Tout d’abord, si une synapse mature est éventuellement formée, la structure qui la précède 
est également une synapse où des informations entre les deux cellules sont déjà échangées. 
Deuxièmement, la plupart des synapses adoptent rarement une structure concentrique mais plutôt des 
structures multifocales avec plusieurs agrégats de TCR [242].  
 
ii. Dynamique de formation 
La majorité des connaissances sur la dynamique moléculaire de formation de la SI provient d’étude in 
vitro utilisant des bicouches lipidiques contenant des molécules comme ICAM-1 et des complexes 
actifs CMH/peptide. Cette technique présente de multiples avantages. La composition de ces 
membranes peut être variée afin d’étudier l’influence de telle ou telle molécule sur la formation de la 
synapse. De plus, les molécules incluses peuvent diffuser librement de manière latérale permettant 
donc d’étudier les dynamiques protéiques. Enfin, elles permettent de collecter des informations 
hautement quantitatives sur une aire très difficile à étudier : l’interface cellulaire. En effet, les études 
microscopiques d’une zone d’interaction cellulaire posent plusieurs problèmes comme l’orientation 
aléatoire du contact, la faible résolution axiale des appareils de microscopie ainsi que la relative 
lenteur des acquisitions 3D [252]. Le développement d’autres méthodes permettant d’étudier des 
conjugués cellulaires ont permis de générer des données intéressantes et complémentaires. Par 
exemple, l’utilisation de « pincettes optiques » afin d’orienter les conjugués et de positionner 
l’interface cellulaire dans le plan focal a permis d’observer avec une haute résolution et à haute vitesse 
d’acquisition, la distribution des TCR au niveau d’une synapse entre des cellules T Jurkat et des CPA 
chargées en super-antigènes bactériens [253].   
Les bicouches lipidiques ont permis d’analyser la dynamique de formation de la SI dés 1999 [254]. 
Dans les 30 premières secondes, le LT stoppe sa migration et une large zone centrale d’accumulation 
d’ICAM-1 se forme. Au même moment, l’engagement du complexe CMH/peptide par le TCR est 
détecté uniquement dans la zone périphérique de l’aire de contact. Cette organisation est donc 
l’inverse de celle initialement décrite pour la synapse immunologique immature [245]. Cependant, cet 
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engagement est clairement fonctionnel puisqu’une augmentation de la [Ca2+]i est détectée. De plus, en 
2002, J.Lee observe des pics d’activation de ZAP-70 et LCK en périphérie avant la formation du 
Csmac [251]. Dans les cinq minutes suivantes, les TCR engagés en périphérie migrent dans le centre 
de l’aire de contact tandis qu’ICAM-1 se retrouve en périphérie. Cette organisation spatiale est ensuite 
stable pendant plusieurs heures. Lors de cette phase de construction de la SI, de nombreux autres 
récepteurs subissent des changements dynamiques entre les différentes zones de la SI. Par exemple, le 
corécepteur CD4 s’accumule très rapidement au niveau du cSMAC, suite à l’interaction cellulaire, 
puis se relocalise dans le pSMAC après 5 à 10 minutes d’interaction [255]. Il en est de même pour la 
phosphatase CD45 [246 , 256].  L’enrichissement central initial de CD45 pourrait permettre 
d’expliquer comment l’activation de Lck par déphosphorylation via CD45 est spatialement possible 
[211]. Une autre fonction pourrait être de remettre à zéro la phosphorylation des protéines recrutées à 
la synapse et présentant des niveaux variables de phosphorylation [256].  
La microscopie TIRF fournit des nouvelles informations à plus petite échelle sur le remodelage 
moléculaire au niveau de la SI. Dans des LT interagissant avec une bicouche lipidique contenant des 
molécules de CMH et d’ICAM-1, le TCR et ses molécules associées se regroupent au  niveau de 
microclusters (MC) [257 , 258]. Le nombre de MC détectables par LT se situe entre 100 et 300 et 
augmente, tout comme leur taille, en fonction de la concentration antigénique [259]. Ils sont le siège 
principal de l’initiation et du maintien de la signalisation induite via le TCR [260 , 261]. En effet, une 
clusterisation parallèle à celle du TCR des molécules de signalisation comme ZAP-70, LAT, Grb2, ou 
encore SLP-76 a lieu  [262]. Ces MC migrent de la périphérie vers le cSMAC et permettent ainsi 
l’accumulation des TCR au centre synaptique (Figure 23). Il est important de noter que même après la 
formation du cSMAC des MC continuent de se former en périphérie [260] et qu’ils constituent le lieu 





Figure 23 : Dynamique de la formation des microclusters et de la synapse immunologique 
(a) L’interaction entre un LT et une bicouche lipidique contenant des complexes CMH-peptide et ICAM-1 
conduit à la formation, au niveau de l’aire de contact, de MC de TCR qui s’assemblent avec des kinases et 
des molécules adaptatrices. (b) Après cette phase d’étalement du LT sur la bicouche, il entre dans une 
phase de contraction. Les MC entament un mouvement centripète, en parallèle d’un processus de fusion, 
induisant leur accumulation dans la région centrale d’interaction. Les kinases et molécules adaptatrices 
commencent à se détacher des MC. (c) Après 10 minutes d’interaction, le cSMAC est formé. De manière 
continue, de nouveaux clusters se forment en périphérie et induisent une signalisation avant même d’être 
transférer dans le cSMAC. Adapté de [261]. 
 
iii. Mécanismes impliqués dans la formation de la SI 
Trois mécanismes sont évoqués pour expliquer la formation du cSMAC, c'est-à-dire l’accumulation de 
molécules au centre de la synapse.  
Le premier mécanisme est la diffusion latérale des molécules transmembranaires à la SI et leur 
arrangement spatial en fonction de la taille de leur domaine extracellulaire [162 , 263 , 264]. Cette 
hypothèse est soutenue entre autre par l’étude menée par l’équipe de A. van der Merwe qui montre 
qu’une bicouche contenant de molécules de CMH plus grande que la normale interfère avec 
l’accumulation de TCR au niveau du cSMAC [265]. Cependant, l’implication de processus dit actifs 
est soutenue par le fait que la vitesse du mouvement des TCR dans la membrane plasmique lors d’une 
interaction productive est plus importante que celle de la diffusion passive [266]. De plus, il est 
important de noter que toutes les protéines n’ont pas le même taux de concentration à la synapse et ne 
se déplacent pas toutes dans la même direction.  
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Le mécanisme le plus souvent évoqué est le transport centripète des TCR initialement engagés 
en périphérie de manière dépendante de l’actine et de la myosine [231, 254 , 267 , 268 ]. En effet, au 
niveau de l’aire de contact entre un LT et une CPA, un anneau riche en actine et dynamique se forme. 
L’utilisation d’un inhibiteur de la polymérisation de l’actine, la cytochalasine D, bloque la 
translocation des MC au niveau du cSMAC [260]. De plus, de nombreuses protéines impliquées dans 
la dynamique de l’actine, telles que les Rho GTPase, sont nécessaires pour la formation du cSMAC 
[231, 269 ]. Récemment, il a été suggéré l’implication de la myosine IIa dans la translocation des MC 
[270].  
Le troisième mécanisme, proposé par l’équipe d’A.Alcover, implique le recyclage polarisé des 
TCR [271]. Dans cette étude, ils démontrent que les molécules de TCR sont internalisées au niveau 
des endosomes de recyclage contenant le récepteur à la  transferrine. Suite à l’engagement productif 
du TCR, ces vésicules sont rapidement polarisées à la SI et participent à l’accumulation du TCR. En 
effet, l’inhibition de l’endocytose des molécules de TCR ou l’inhibition du recyclage inhibe leur 
accumulation à la SI alors que l’augmentation de leur nombre dans les compartiments intracellulaires 
induit au contraire une augmentation de l’accumulation des TCR à la SI. Récemment, une polarisation 
à la SI de IFT20, un composant des cellules ciliées, a été démontré. Cette protéine est essentielle pour 
l’accumulation du TCR à la SI via son implication dans le recyclage endosomal polarisé. Dans cette 
étude, l’inhibition de IFT20 bloque le recyclage polarisé et donc l’accumulation du TCR à la SI [272].   
 
b. Synapse sécrétrice 
La SI sécrétrice a été initialement décrite comme une variante de la SI mono-centrique mais dont 
l’organisation est, en plus, adaptée à la sécrétion de facteurs solubles nécessaires pour remplir 
certaines fonctions lymphocytaires effectrices [243]. Elle est formée par les CTL, les LTH et les 
cellules NK au niveau de l’aire de contact avec la CPA. Elle ressemble beaucoup à la SI mono-
centrique avec un pSMAC, composé par LFA-1 et la taline, qui forme un anneau d’adhésion. En 
revanche, le cSMAC se divise en deux parties : une correspondant à l’enrichissement du TCR et 
semblable au cSMAC de la synapse mono-centrique et l’autre constituant un domaine sécrétoire co-
localisant avec la machinerie de sécrétion du LT [273 , 274]. Cette zone est dépourvue d’actine et il se 
forme, à son niveau, une sorte de fossé entre les deux membranes (Figure 24) [275]. La synapse 
sécrétrice est donc adaptée à la libération des granules cytoplasmiques des cellules lymphocytaires. 
Les lymphocytes TH sécrètent ainsi des vésicules polarisées vers la CPA, contenant des cytokines 
comme l’IL-2, l’IL-4, l’IL-5 et l’IFN-γ [249 , 276 , 277 , 278] tandis que les CTL et les cellules NK 





Figure 24. La synapse immunologique sécrétrice 
(A et B)  - La synapse sécrétrice est organisée spatialement en quatre zones : un pSMAC, un dSMAC et un 
cSMAC contenant un domaine dit sécrétoire. La figure A représente une vue de côté et le panneau B une 
vue de face. Adapté de [279] C- Image de microscopie  montrant la redistribution 3D de l’actine (en bleu), 
du granzyme B (en vert) révélant le domaine sécrétoire et de Lck (en rouge) marquant le cSMAC dans des 
conjugués LT CD8
+
 / cellule cible. Extrait de [273]. 
 
La définition de la synapse sécrétrice comme une synapse mature spécialisée est démentie puisque 
plusieurs équipes ont démontré que la cytotoxicité des CTL ne nécessite pas la formation d’une SI 
mature [165, 280 , 281 ]. Tout d’abord, la lyse cellulaire est induite très rapidement suite au contact 
cellulaire, avant même que la synapse ne se forme. Ensuite, en présence d’une faible concentration 
antigénique, un CTL peut induire la lyse de sa cellule cible en ne polarisant que ses granules lytiques 
et son MTOC [280]. De plus, le groupe de Valitutti a montré qu’un CTL peut dissocier les deux types 
de synapse : lytique et activatrice. En effet, lorsqu’un CTL est en contact avec deux cellules cibles 
chargées avec différentes concentrations antigéniques, cette cellule établit une synapse activatrice avec 
la cible lui offrant la meilleure stimulation antigénique tandis qu’elle polarise ses granules lytiques 
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vers les deux cellules cibles simultanément, sans tenir compte de leur potentiel antigénique. Ce 
phénomène pourrait permettre au CTL de s’activer de manière optimale avec la « meilleure » des CPA 
et d’induire la lyse des deux cibles, maximisant ainsi son efficacité lytique [282]. Une synapse lytique 
peut donc être dissociée spatialement et temporellement de la synapse activatrice. 
 
c. Synapse multi-centrique 
Au cours du processus de reconnaissance antigénique, il peut y avoir une interruption dans la 
mécanistique moléculaire nécessaire à la formation de la SI mono-centrique induisant la génération 
d’une SI dite immature ou multi-centrique. Cette synapse se caractérise par la formation de plusieurs 
agrégats de complexes TCR/CD3 à côté de zone enrichies en LFA-1 (Figure 21). Ces 
amas moléculaires sont dynamiques et peuvent fusionner ou se fractionner au cours de l’interaction. Il 
serait réducteur de penser que cette synapse multi-centrique n’est qu’un échec de la formation d’une 
synapse mono-centrique. En effet, des données indiquent que la formation de la SI mature 
concentrique n’est pas la seule issue possible même dans le cadre d’un contact cellulaire prolongé dans 
de bonnes conditions de stimulation antigénique. En effet, cette structure est observée lors de la 
rencontre entre des thymocytes et des cellules épithéliales thymiques durant le processus de sélection 
thymique [283 , 284]. Une SI multi-centrique se forme également lors de l’interaction entre des LT 
naïfs et des DC [285] ainsi qu’entre des LT CD4+ et des LB transformés présentant de faibles 
concentrations antigéniques.  
 
d. Synapse non ségrégée 
Dans le cas de la synapse immunologique non ségrégée, le TCR et les molécules de signalisation sont 
enrichies au niveau de la zone d’interaction mais de manière diffuse (Figure 21). Cette synapse se 
retrouve dans au moins 4 situations physiologiques différentes. Tout d’abord, cette structure se forme 
quand un LT interagit avec une CPA ne présentant pas d’antigène spécifique, situation physiologique 
au niveau des ganglions lymphatiques [286]. Cette synapse non spécifique a 2 conséquences à court 
terme et 2 à long terme. Elle induit une petite augmentation de la phosphorylation sur tyrosine ainsi 
qu’une petite augmentation du calcium intracellulaire qui se traduit ensuite par une prolifération 
modeste et une survie prolongée [287]. Ce phénomène pourrait donc jouer un rôle important dans le 
maintien du stock de LT naïfs in vivo [286]. La SI non ségrégée est aussi observée durant la phase 
initiale de contact avant la formation d’une SI ségrégée [251]. Troisièmement, les LT CD8+ naïfs 
peuvent être activés et proliférer après génération d’une synapse non ségrégée [288]. Enfin la SI qui se 




e. Synapse dynamique ou kinapse 
Dans certains cas, les LT sont capables de former des synapses dynamiques, c'est-à-dire d’intégrer des 
signaux d’activation tout en migrant. Cette découverte est apparue dés le début des années 2000 et a 
remis en question la définition de synapse en tant que structure stable [290]. Cette notion a amené 
M.Dustin à inventer un nouveau terme : la kinapse [291]. Ce type d’interaction a tout d’abord était 
observé in vitro [9, 292 , 293 ] puis confirmé in vivo par des approches de microscopie bi-photonique 
intra-vitale [151, 294 ].  
Du fait de sa mobilité, pendant que la cellule T rampe sur la CPA, l’engagement des complexes 
CMH/peptide par le TCR a lieu au « leading edge »  où se forment des microclusters. Ces complexes 
suivent le mouvement rétrograde dynamique le long de la jonction puis sont inactivés lorsqu’ils sortent 
du plan de contact au niveau de l’uropode (analogue au cSMAC) [290] (Figure 25). Une étude récente 
en microscopie bi-photonique a permis d’approfondir un peu les connaissances de cette kinapse en 
suivant in vivo la localisation de LAT. A l’inverse des LT naïfs qui s’arrêtent suite à la libération 
systémique de l’antigène, les LT récemment activés forment préférentiellement des kinapses avec les 















Figure 25 : La synapse dynamique ou kinapse  
(a) et (b) La migration du LT le long de la CPA induit l’engagement des TCR au niveau du « leading edge 
», leur transport rétrograde le long de la zone de contact puis leur sortie au niveau de l’uropode. Adapté 
de [290] (c) Le modèle proposé par M.Dustin en 2008 permet de définir en parallèle les différentes zones 
structurales de la synapse mono-centrique et de la kinapse. Le «  leading edge »  est comparé au dSMAC 
en raison de leur concentration élevée en F-actine (matérialisée par le gradient bleu) et de leur rôle dans 
l’initiation de la formation des MC de TCR (en vert) et de LFA-1 (en rouge). Le corps cellulaire peut se 
comparer au pSMAC avec une concentration en F-actine intermédiaire et en tant que lieu de translocation 
des MC. L’uropode peut, lui, correspondre au cSMAC avec une forte accumulation du TCR et étant la 




2. Dynamique de l’interaction LT/CPA  
La dynamique de l’interaction LT/CPA au niveau cellulaire  a commencé à être étudiée, in vitro, dans 
des systèmes de culture en 2D. Ces études se sont ensuite élargies dans des systèmes in vitro en 3 
dimensions basés sur l’utilisation de matrices artificielles pour finalement être complétées par des 
études in vivo via l’utilisation de la microscopie bi-photonique. Les résultats obtenus sont assez 
hétérogènes selon le type de techniques utilisées mais aussi selon l’état d’activation du LT, la dose 
d’antigènes ou encore le type de CPA [244]. En effet, aux différents stades de leur cycle de vie, les LT 
interagissent dans des organes différents avec différents types de CPA (Figure 26a). Ces CPA en plus 
d’avoir des morphologies distinctes, ont des propriétés moléculaires différentes comme l’expression 
des molécules d’adhérence  ou leur profil de sécrétion de chimiokines. Ces interactions peuvent 
aboutir à différents devenirs incluant la différenciation des LT, leur maturation, leur prolifération et la 
génération de cellules effectrices, tolérogènes ou mémoires.  
La rencontre LT/CPA peut se diviser schématiquement en 3 phases [244] (Figure 26b) : 
1- l’initiation du contact ou la recherche de l’antigène 
2- l’interaction cellulaire à proprement parler variable en durée et en stabilité 
3- le détachement du LT après quelques minutes ou quelques heures suivi de la reprise de la 
migration.  
 
Figure 26. Les différentes morphologies et phases d’interaction entre un LT et une CPA 
(a) Microscopie électronique montrant les différentes morphologies de conjugués  LT (en vert)/CPA (en 
orange) dans une matrice de collagène. (b) L’interaction entre un LT et une CPA est un processus 
hautement dynamique commençant par une phase de scan de la CPA. Si la CPA présente l’antigène 
d’intérêt, le LT entre alors en interaction plus intime avec elle selon des caractéristiques variables en 
stabilité et en durabilité. Cette rencontre aboutit ainsi, dans des conditions optimales de stimulation, à la 
formation d’une SI mature et contrôle finement l’activation du LT. Elle se termine par le détachement des 
deux types cellulaires. Adapté de [244]. 
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a. L’initiation du contact ou la recherche de l’antigène  
La première étape dans l’interaction entre un LT et une CPA est leur rencontre qui peut avoir lieu au 
niveau des ganglions pour les LT naïfs ou dans les tissus pour les LT effecteurs. La majorité des 
études bi-photoniques s’est intéressée à l’étape de rencontre entre un LT naïf et une CPA au niveau 
des ganglions lymphatiques. Cette étape est, dans un premier temps, indépendante de la présence 
d’antigène et du type de synapse formé ultérieurement. En effet, le LT cherche activement parmi 





 migrent dans les zones T des ganglions de manière amiboïde, rapide et aléatoire. Leur 
vitesse moyenne est d’environ 10 m/min avec des pics à plus de 25 m/min [296 , 297 , 298]. Les 
CPA, LB ou DC, sont elles moins mobiles [299] et leur vitesse moyenne de migration est de 6m/min 
[296 , 297]. La haute capacité migratoire des LT in vivo leur permet de pouvoir scanner en série un 
grand nombre de CPA. Les études menées par l’équipe de M.Cahalan estiment qu’en absence 
d’antigène, environ 5000 LT CD4+ par heure vont rencontrer une même DC [300] tandis que l’équipe 
de E.Robey estime à environ 500 le nombre de LT CD8
+
 scannés par une DC en une heure [297]. 
Cette fréquence élevée permet d’expliquer comment un petit nombre de DC chargées en antigène peut 
rencontrer les rares T spécifiques de cet antigène et initier une réponse immunitaire [301].  
Au niveau moléculaire, cette interaction initiale entre LT et CPA met en jeu l’interaction de molécules 
d’adhérence  comme LFA-1 et ICAM-1. Avant qu’une interaction TCR/CMH/peptide spécifique se 
produise, l’interaction entre LFA-1 et ICAM-1 est à faible affinité. Le LT peut donc rapidement 
scanner la surface d’une CPA et se détacher en cas d’absence de complexes CMH/peptide. Cette phase 
de scan de la CPA par le LT est dépendante de l’état d’activation des CPA et des LT. En effet, un LT 
activé est plus compétent qu’un LT naïf pour former des conjugués en raison de leur plus fort niveau 
d’expression des molécules d’adhérence  [159]. Il en est de même pour une DC mature en 
comparaison à une immature qui, de plus, présente une plus grande surface membranaire [302]. Selon 
l’étude de R.Varma et al, cette première étape d’engagement de LFA-1 avec ICAM-1 précède 
l’engagement du TCR mais induit déjà la formation de petits amas de TCR, toutefois dépourvus de 
signalisation [260].   
Durant cette première phase, les LT sont donc très mobiles et passent d’une CPA à l’autre. Leur 
rencontre avec un complexe CMH/peptide spécifique de leur TCR initie un processus d’activation et 
débute la deuxième phase d’une interaction spécifique [250].  
 
b. L’interaction cellulaire : stabilité et durée  
La durée de contact entre un LT et une CPA exprimant des complexes CMH/peptide spécifiques, a fait 
l’objet, ces dernières années, de nombreuses études. Le bilan de ces résultats est une grande variabilité 
dans les types de contact [301 , 303].  
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La première étude qui s’est attachée à étudier in vivo  la séquence de l’interaction LT/DC a été menée 
par l’équipe de U.Von Adrian [151] (Figure 27). Selon ce modèle, les LT commencent par créer des 
interactions transitoires et en série avec les CPA pendant les 8 première heures. La deuxième phase 
correspond à des contacts stables et dure une douzaine d’heures. Elle est suivie par une phase 
terminale faite, à nouveau, de contacts transitoires et séquentiels. Ce type d’interactions a été validé 
pour les LT CD4
+
. Cependant, la première phase composée de contacts transitoires est plus courte (2 
heures contre 8)  [304]. En revanche, d’autres études n’ont pas permis d’observer cette phase 
d’interactions transitoires et ont, à la place, démontré directement des interactions de longues durées 
[301, 305 , 306 , 307 ]. Ces différences peuvent s’expliquer par les différents systèmes expérimentaux 
utilisés pour induire, par exemple, la synchronisation des contacts LT/DC. L’état de maturation des 
DC, ainsi que leur charge en antigène, semblent aussi influencer la durée de cette phase de contact 
transitoire. Plus les DC sont matures et expriment de forts taux de molécules de co-stimulation et 
d’adhérence, plus cette phase sera courte [308]. De même, la durée de cette phase est proportionnelle 





Figure 27 : Les différentes étapes cinétiques de l’interaction entre un LT et une CPA in vivo 
L’interaction entre un LT et une CPA peut se diviser schématiquement en 5 étapes. La première étape 
correspond à la recherche de l’antigène par les LT qui scannent les CPA au hasard pendant quelques 
minutes. Si l’antigène est trouvé pendant la phase 1, le LT entre dans la deuxième phase caractérisée par 
des interactions plus longues, bien qu’encore transitoires et en série, et par une baisse dans la vitesse de 
migration des LT. Durant la troisième phase, des interactions stables et de longues durées sont observées. 
Elle est suivie par un retour à des interactions de courtes durées et séquentielles. La dernière phase 
correspond à la réponse fonctionnelle des LT, ici leur prolifération. Adapté de [304]. 
 
Si l’existence de la phase de contacts transitoires est soumise à controverse, la majorité des études en 
microscopie bi-photonique ont permis d’observer une phase de contacts longs et stables [296 , 297]. 
Elle nécessite un « signal de Stop » dans le LT qui lui permet d’arrêter son processus de migration et 
de scan de la CPA et de stabiliser son interaction. Ce signal est absent lors de la formation d’une 
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Kinapse. En effet, le phénotype « migration versus immobilisation » des LT correspond en fait à 
l’intégration de signaux opposés appelés signaux « Stop and Go » [291]. A l’inverse de la formation 
d’une SI mature, dans le cas d’une kinapse les signaux « Go » prennent le dessus sur les signaux 
« Stop ».  
Les « signaux de Stop » sont initiés par la liaison du TCR au CMH et générés par l’interaction de 
LFA-1 avec ICAM-1 [310]. En effet, suite à l’interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide, 
l’affinité et l’avidité de la liaison LFA-1/ICAM-1 augmentent, à cause d’un changement de 
conformation de LFA-1, favorisant l’arrêt du LT. Ainsi, le blocage de LFA-1 dans sa forme à haute 
affinité permet de stopper la migration des LT. A l’inverse, une étude dynamique montre que le 
blocage des molécules de co-stimulation ou d’ICAM-1 induit la formation d’une synapse mobile et 
non ségrégée qui suit le mouvement du LT durant sa migration [311]. Ce « stop signal » est dépendant 
du flux calcique et induit des changements morphologiques du LT : cette cellule, au départ hautement 
mobile et scannant activement les CPA, perd ses pseudopodes pour devenir, peu à peu, une cellule 
plus aplatie et immobile (Paragraphe II.3.b, Figure 19) [223 , 312]. Plus récemment, le rôle de la 
signalisation calcique pour l’arrêt des LT in vivo a été confirmé en microscopie bi-photonique. Ce « 
stop signal » peut être contrecarré par des « signaux Go », tels que le gradient de certaines 
chimiokines. En effet, il est bien connu que la présence de chimiokines dans l’environnement ainsi 
qu’à la surface des CPA favorise la migration des LT [130 , 313 , 314 , 315]. Par exemple, les ligands 
de CCR7 et CXCR3 peuvent contrecarrer le « stop signal » tandis que l’activation de CCR5 et CXCR4 
ne semble pas interférer avec lui [316]. L’engagement de diverses molécules peut moduler la stabilité 
de la synapse et donc le temps de contact entre LT et CPA. Par exemple, CD28 et CTLA-4, tous deux 
recrutés à la SI suite à l’engagement du TCR [317], sont connus pour influer, respectivement en positif 
ou en négatif, sur la stabilité de la synapse [311 , 318]. Des études en microscopie bi-photonique ont 
confirmé un rôle négatif de CTLA-4 dans le « stop signal » [319]. Une autre étude montre le rôle de la 
PKC dans l’instabilité de la synapse et donc dans la promotion de contacts dynamiques et de courtes 
durées. A l’inverse, WASP permet de stabiliser la SI et les contacts LT/CPA in vivo [320 , 321]. 
 
c. Terminaison de l’interaction cellulaire 
Cette phase ultime correspond à la dissolution de la synapse, le détachement du LT de sa CPA et le 
retour à un phénotype migratoire. Cette étape est pour l’instant la moins étudiée et, en conséquence, la 
moins comprise. En particulier, il n’est encore pas déterminé si la terminaison de la synapse est une 
conséquence ou un pré-requis pour le détachement cellulaire [244]. Plusieurs mécanismes semblent 
être impliqués dans ce phénomène : l’internalisation et la dégradation des TCR [322] et des molécules 
d’adhérence comme LFA-1[323], l’augmentation d’expression et le recrutement à la synapse de 
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récepteurs inhibiteurs tels que CTLA-4 [324 , 325 , 326] ou encore l’induction d’expression de 
chimiokines et de leurs récepteurs qui peut favoriser un phénotype migratoire. 
 
d. Devenir fonctionnel du LT 
Selon la situation et l’environnement dans lequel le LT interagit avec une CPA, plusieurs avenirs 
possibles sont envisageables pour le LT.  
Durant le développement thymique, les contacts entre les thymocytes et les cellules épithéliales 
thymiques peuvent induire soit la mort de la cellule T, soit sa survie. De même, l’intensité et la durée 
du contact peut influer sur le choix du lignage CD4 ou CD8 (Paragraphe I.1). Au niveau des ganglions 
lymphatiques, des interactions de courtes durées entre des LT et des DC ne présentant pas l’antigène 
permettent de générer, dans le LT, des signaux de survie et ainsi contribuer au maintien d’un bon 
répertoire T périphérique. En ce qui concerne les interactions entre des LT et des CPA présentant des 
complexes CMH/peptide spécifiques, dans la plupart des cas, une bonne activation d’un LT résulte 
d’une interaction stable et de longue durée c'est-à-dire d’un arrêt du LT sur sa CPA. Une étude de 
microscopie bi-photonique dans des ganglions murins, a établi une corrélation entre le taux de 
rencontre d’un LT naïf avec des DC et son devenir fonctionnel. Dans un contexte de tolérance, les 
interactions entre les LT CD8
+ 
naïfs et les DC sont fréquentes et de courtes durées et aboutissent à 
l’anergie de la cellule T tandis qu’une cellule T CD8+ stimulée dans un contexte immunogénique 
forme des conjugués stables et s’active [308]. La formation d’une kinapse versus une SI mature 
pourrait donc avoir un rôle dans la tolérance et le priming des LT. Plus récemment, une étude de 
microscopie bi-photonique, dans laquelle la durée de contact entre les LT et les DC est contrôlée 
montre l’importance d’interactions de longues durées pour l’activation des LT [306]. Ceci est 
compatible avec la nécessité d’une phase de signalisation soutenue pour la survie et la pleine 
activation des LT [150 , 327].  
 
3. Rôle de la synapse immunologique mature  
Depuis sa découverte, de multiples fonctions ont été attribuées à la synapse immunologique. 
Cependant, elles sont plus ou moins soutenues par des résultats expérimentaux  et plus  les recherches 
avancent, plus des implications qui semblaient à la base triviales sont réfutées alors que d’autres 
fonctions, jusque là insoupçonnées, émergent.  Je vais, dans cette partie, parler des fonctions majeures 
dans lesquelles la synapse immunologique mature et ses différentes composantes (cSMAC, pSMAC et  






a. Synapse et signalisation  
i. Initiation de la signalisation 
Il a été largement postulé que la formation d’une synapse mature était impliquée dans l’initiation de la 
signalisation du LT. Nous savons, depuis maintenant environ 10 ans, que ce n’est pas le cas puisque la 
signalisation précède la formation de la SI [251]. En effet, l’initiation de la signalisation a lieu au 
niveau des microclusters formés en périphérie par l’engagement du TCR et des complexes 
CMH/peptide. Composés d’un minimum de 11 à 17 molécules de TCR chacun, ces MC sont la plus 
petite unité de signalisation connue à ce jour [260]. 
 
ii. Maintien de la signalisation 
Au niveau du maintien de la signalisation, l’étude de Monks, en 1998, semblait démontrer que les 
molécules importantes dans la signalisation via le TCR se concentraient au niveau du cSMAC [245]. 
En effet, la plupart des TCR se localisant dans le cSMAC et cette structure étant stable durant 
plusieurs heures, il a été largement suggéré que la signalisation soutenue induite dans le LT était 
causée par cette haute densité de TCR qui facilitait son engagement [254]. Cependant, de nombreuses 
autres études démontrent, au contraire, un arrêt rapide de la signalisation dans cette région avec une 
persistance en périphérie au niveau des MC [251, 257, 259, 260, 322]. Une étude plus récente semble 
nuancer ces données en démontrant que, dans certaines circonstances, à faible concentration 
antigénique et de manière tardive, une signalisation pouvait avoir lieu au niveau du cSMAC [328]. Les 
auteurs proposent un modèle dans lequel la signalisation et la dégradation des TCR ont toutes les deux 
lieu au niveau du cSMAC. La balance entre ces deux phénomènes serait déterminée par la qualité de la 
stimulation antigénique. Ils suggèrent qu’à de faibles concentrations en antigène, une signalisation se 
produit au niveau du cSMAC, tandis qu’à de fortes concentrations, la signalisation détectée est plus 
faible probablement à cause d’une plus forte internalisation des TCR [328 , 329 , 330] (Figure 28). Le 
cSMAC servirait donc de régulateur de la signalisation en amplifiant les faibles signaux et en 
atténuant les forts. En accord avec cette hypothèse, pour des ligands de faible affinité, le cSMAC 




Figure 28 : Le cSMAC ou le lieu de signalisation et de dégradation du TCR  
Suite à l’interaction LT/CPA et de manière indépendante de la force de la stimulation antigénique, la 
signalisation (représentée en vert) est initiée dans le pSMAC et les TCR sont internalisés et dégradés dans 
le cSMAC (rouge). Les différences observées en terme de signalisation dans le cSMAC peuvent s’expliquer 
par une différence au niveau du taux de dégradation des TCR, qui serait plus élevé dans le cas de fortes 
stimulations antigéniques. Adapté de [330].  
 
La majorité des études citées précédemment a été réalisée avec des LT CD4
+
 qui forment des synapses 
de plus longues durées que les LT CD8
+ [332]. Des études récentes suggèrent que la signalisation dans 
le cSMAC des LT CD8
+
 est différente de celle des LT CD4
+
. En effet, des Scr kinases activés se 
retrouvent très rapidement après l’interaction LT /CPA dans le cSMAC des LT CD8+ [333 , 334] mais 
pas dans le cSMAC des LT CD4
+
 [333]. L’utilisation d’OT-1, qui permettent de jouer avec la force du 
signal induite par le TCR via l’utilisation de variants peptidiques, a permis de démontrer que cette 
signalisation dans le cSMAC pour les LT CD8
+
 ne dépend pas de la force d’interaction [334]. 
L’implication du cSMAC dans la signalisation soutenue des LT nécessite donc encore d’autres 
investigations. 
 
iii. Terminaison de la signalisation 
De nombreux travaux décrivent un rôle de la synapse, et plus précisément du cSMAC, au niveau de 
l’arrêt de la signalisation. Cette implication se base sur l’étude de cellules T déficientes en CD2AP et 
ayant un défaut dans la formation du cSMAC. Ces LT présentent un taux d’expression membranaire 
de TCR élevé à cause d’un défaut dans l’internalisation du TCR [322] se traduisant par une 
signalisation soutenue. Le même phénotype est observé dans des LT déficients pour c-Cbl et Cbl-b : 2 
ubiquitines ligases [335]. Ces données suggèrent que le cSMAC peut, en augmentant l’internalisation 
du TCR, atténuer la signalisation. Cependant, cette conclusion n’est pas tout à fait juste. En effet, déjà 
à l’état basal, les TCR sont constitutivement et rapidement internalisés puis recyclés et ce taux 
d’internalisation n’est pas augmenté suite à son engagement productif [336]. De même, son 
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internalisation est détectée 1 à 2 minutes après la formation de conjugués LT/CPA [337], c'est-à-dire 
avant la formation du cSMAC et elle est identique en présence ou en absence de la formation d’une 
synapse immunologique mature [338]. Les TCR internalisés ont 2 devenirs possibles : la dégradation 
et le recyclage. Le cSMAC pourrait donc plutôt favoriser la dégradation du TCR suite à son 
internalisation constitutive. En effet, après l’engagement du TCR, les récepteurs phosphorylés sur 
tyrosines sont ubiquitinylés et ciblés aux lysosomes [339] comme en témoigne l’enrichissement de 
Cbl-b et d’ubiquitine à la SI [339, 340]. L’implication du cSMAC dans l’extinction du signal a été 
confirmée par l’utilisation de bicouches lipidiques dites « à motifs ». Cette technique est une 
alternative aux méthodes pharmacologiques ou génétiques. Des barrières physiques sont insérées dans 
ces membranes afin de générer des synapses spatialement mutées dans lesquelles la formation du 
cSMAC est inhibée [341]. Les LT sont forcés à former des synapses multifocales avec des 
microclusters de TCR associés à des patchs de phosphorylations sur tyrosines. Dans ces LT, la 
signalisation calcique est sensiblement plus élevée confirmant l’hypothèse que le cSMAC est impliqué 
dans l’inhibition de la signalisation via le TCR. 
 
b. Synapse et division asymétrique  
Le phénomène de division asymétrique est la base de la génération de cellules différenciées à partir 
d’une cellule souche. M.Dustin formula le premier l’hypothèse que la terminaison de la synapse par 
une division asymétrique pourrait permettre de générer deux cellules filles phénotypiquement 
différentes  [342]. De récentes études semblent confirmer ce  rôle de la SI dans la division asymétrique 
et la génération de cellules mémoires. L’équipe de S.Reiner a apporté l’évidence, in vivo, de la 
génération d’un LT mémoire et d’un effecteur via la division asymétriques d’un LT par un mécanisme 
dépendant de l’interaction de LFA-1 avec ICAM-1 [343]. Suite à l’activation de LT CD8+ 
préalablement marqués au CFSE et injectés dans uns souris, la population lymphocytaire fille ayant 
subit une division peut être divisée en deux catégories selon le taux d’expression de CD8. Cette 
division asymétrique n’est pas observée lors de la prolifération homéostatique des LT. Selon ce 
modèle, les CD8
hi
 sont les cellules générées en proximal de la synapse et ont des marqueurs 
phénotypiques de cellules effectrices tandis que les CD8
lo
 sont les cellules générées en distal et ont des 
caractéristiques de cellules mémoires (Figure 29). En effet, quand ces cellules sont injectées 
séparément dans une souris receveuse, les deux populations cellulaires sont capables d’éliminer une 
infection chronique via L. Monocytogenes. Cependant, si la souris est infectée 30 jours après le 
transfert des LT, seules les souris ayant reçu la population CD8
low
 sont capables de  monter une bonne 
réponse immunitaire. Dans la même étude, ils ont pu montrer, par des études de microscopie 
confocale, que des protéines impliquées dans de multiples processus de polarisation cellulaire comme 





Figure 29 : Synapse et division asymétrique  
Chang et ses collaborateurs proposent un modèle dans lequel la synapse immunologique induit une 
ségrégation asymétrique des différents composants du LT aboutissant à la génération de deux cellules 
filles différentes. La cellule fille adjacente de la synapse devient une cellule effectrice tandis que la cellule 
dérivant du pole distal sera une cellule mémoire. Adapté de [344].     
 
Ce processus de génération d’une cellule mémoire et d’une cellule effectrice à partir d’une même 
cellule s’oppose à plusieurs anciens modèles. L’un d’eux suggère qu’une cellule naïve peut générer 
soit une effectrice soit une mémoire en fonction de la manière dont elle est activée [345]. Un autre 
modèle suggère que les cellules mémoires se différencient à partir des cellules effectrices [346]. Il 
n’est cependant pas à exclure que ces trois modèles puissent coexister. 
 
c. Synapse et capture des rares LT spécifiques  
L’interaction stable entre LT et CPA pourrait avoir l’avantage de permettre une bonne activation des 
LT même dans des conditions non-optimales où un, ou les deux, types de cellules sont relativement 
rares. En effet, suite à une immunisation intra-dermale, très peu de DC et de LB capturent et 
présentent l’antigène [347 , 348]. En ce qui concerne les LT, leur processus de sélection fait que les 
LT spécifiques pour un antigène particulier sont rares, environ 100 LT naïfs spécifiques d’un antigène 
particulier [349]. La stabilisation de l’interaction, au détriment de la migration, peut donc permettre de 
ne pas perdre ce contact avant la pleine activation du LT. Cette notion peut être défendue par la 
compétition qui existe entre des LT pour l’accès à une CPA. En effet, si une CPA présente un nombre 
limité de complexe CMH/peptide à la surface, seul les LT ayant un TCR de haute affinité et pouvant 
créer une forte interaction vont s’activer au détriment de ceux ayant un TCR de faible affinité [350].  
De même, il existe une corrélation inverse entre le nombre de LT spécifiques de l’antigène et le temps 




d. Synapse et dialogue intercellulaire privilégié 
Une des fonctions les plus souvent évoquées pour le pSMAC est son rôle de « joint » de la synapse. 
En effet, en créant une sorte de barrière physique, cette structure empêcherait la dispersion de 
molécules sécrétées de manière polarisée et participerait donc à une communication intercellulaire 
privilégiée en limitant l’effet de ces facteurs solubles sur les cellules à proximité [291]. Le pSMAC 
pourrait donc permettre de rendre l’aide induite par les LT CD4+ et le killing des LT CD8+ plus 
spécifique envers les cellules chargées en antigène [273 , 352 , 353 , 354]. L’équipe de Sykulev a 
montré l’importance de l‘interaction entre LFA-1 et ICAM-1 au niveau du pSMAC pour la capacité 
cytolytique des CTL. En effet, le blocage de cette interaction réduit considérablement la lyse des cibles 
sans pour autant affecter la sécrétion des molécules lytiques [353]. Dans une étude ultérieure, ils ont 
démontré l’importance de la PKC dans la stabilisation du pSMAC et dans les capacités lytiques des 
CTL [354]. Cependant, les LT CD8
+
 sont connus pour induire leur cytotoxicité de manière très rapide 
et suite à de courts contacts, avant même la formation d’une synapse immunologique mature [165, 
282].  
Cette hypothèse semble également en contradiction avec le fait que dans certaines études des anticorps 
en solution sont utilisés pour inhiber l’engagement du TCR avec le complexe CMH/peptide [150, 
355 ]. Le pSMAC laisse donc passer des molécules aussi grosses que des anticorps. De nouvelles 
études s’intéressant aux mouvements d’actine au niveau de la SI apportent une solution à ce paradoxe. 
En effet, le mouvement centripète d’actine vers le cSMAC entraine des molécules comme le TCR et 
LFA-1 vers le centre de la synapse [268]. Le flux ainsi créé, pourrait permettre l’entrée de molécules 
au centre de la synapse tandis que leur sortie serait plus difficile [291]. Le rôle de la synapse dans la 
communication privilégiée intercellulaire via des facteurs solubles sera discuté plus largement dans le 
chapitre suivant qui est consacré à la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT. 
 
4. Rôle de la polarisation de molécules et organelles à la synapse immunologique 
La formation de la synapse à proprement parler s’accompagne de la polarisation de multiples 
molécules membranaires et organelles cellulaires. Je vais dans cette partie présenter le rôle de 
quelques uns de ces phénomènes de polarisation. La polarisation de la machinerie sécrétoire (MTOC 
et appareil de Golgi) et ses fonctions seront détaillées dans le paragraphe IV. 
 
a. Polarisation des récepteurs aux chimiokines et « stop signal »  
Comme discuté précédemment, la stabilité de la synapse est la résultante de forces opposées : une 
induite par les interactions moléculaires intervenant à la SI et au flux d’actine qui augmente la force de 
liaison LT/CPA et l’autre générée par les signaux environnants, tels que les chimiokines, qui tend à 
casser cette interaction (Paragraphe III.2.b). En effet, les chimiokines peuvent inhiber l’activation des 
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LT en compétant avec le « stop signal » [356]. Or, l’équipe de A.Viola a reporté que, suite à 
l’engagement du TCR et à la formation de la synapse, les récepteurs aux chimiokines CCR5 et 
CXCR4 des LT sont séquestrés à la SI via un mécanisme dépendant de la sécrétion de chimiokines par 
les CPA elles-même [132]. Cette polarisation a pour conséquence un signal de co-stimulation pour le 
LT. La séquestration de ces récepteurs induit une insensibilité des LT à un gradient chimiotactique 
exogène, favorisant ainsi une interaction stable et productive (augmentation de la réponse proliférative 
et de la production cytokinique). Ainsi, en évitant la distraction des LT par des signaux 
environnementaux, la synapse permet une stabilisation des conjugués et donc une meilleure activation 
des LT [132]. 
 
b. Polarisation des récepteurs aux cytokines et polarisation TH1/TH2 
De récentes études ont mis en évidence l’importance de la ségrégation de récepteurs et de 
l’établissement de l’asymétrie membranaire associés à la formation de la SI dans la différenciation des 
LT CD4
+
  [357-359]. Tout d’abord, l’équipe de L.Glimcher a publié que, suite à l’engagement du 
TCR, les LT CD4
+ naïfs polarisent très rapidement le récepteur à l’IFN-γ à la SI. De plus, les 
précurseurs T CD4
+
 de souris C57BL/6 (TH1 like) polarisent plus ce récepteur comparé aux souris 
BALB/c, plus TH2. De manière intéressante, en présence d’IL-4 et de manière dépendante de STAT-6,  
la polarisation du récepteur à l’IFN-γ est inhibée [357]. Cette découverte propose une explication 
quant aux effets de l’IL-4 sur l’inhibition de la différenciation Th1 et un du rôle du recrutement à la SI 
du récepteur à l’IFN-γ dans la capacité des précurseur T CD4+ à se différencier en TH1 [357, 359]. 
Quelques années plus tard, la même équipe montre que, tout comme pour le récepteur à l’IFN-γ, 
l’engagement du TCR induit le recrutement de la forme phosphorylée de STAT-1, le facteur de 
transcription activé par la liaison de l’IFN-γ à son récepteur. L’IL-4, là aussi, joue un rôle inhibiteur en 
bloquant à la fois le recrutement et la translocation nucléaire de STAT-1. De manière parallèle, dans 
des LT déficients pour la différenciation TH1 ou constitutivement TH2, le récepteur à l’IL-4 est recruté 
à la SI [358]. Cette étude a été étendue par celle de J.Yeh et al. qui s’est particulièrement intéressée au 
rôle de Crtam (class I MHC–restricted T cell–associated molécule), une protéine transmembranaire de 
la famille des Ig. Cette protéine joue un rôle dans le maintien tardif de la polarisation des LT CD4
+
 et 
dans la production d’IFN-γ et d’IL-22 [360]. 
Ce mécanisme de polarisation des récepteurs aux cytokines est à mettre en parallèle de la polarisation 
des cytokines elle-même à la synapse [277, 278]. Ainsi, on peut supposer que la polarisation de l’IL-4 






c. Polarisation des mitochondries et signalisation calcique soutenue 
La formation de la synapse induit la polarisation d’un grand nombre de récepteurs, de molécules et 
d’organelles à la synapse qui pour certains, comme les canaux calciques CRAC, les canaux K+, le 
réticulum endoplasmique et les mitochondries, sont impliqués dans la signalisation calcique. A ce titre, 
ces polarisations pourraient jouer un rôle fondamental dans celle-ci [361]. L’étude menée par 
A.Quintana et al montre que les mitochondries sont transloquées à la synapse, via un mécanisme 
dépendant du calcium et du cytosquelette d’actine. Cette relocalisation permet aux mitochondries de 
capter plus de calcium et de générer une diminution locale de sa concentration. Cette baisse permet de 
lever l’inhibition calcium dépendante des canaux CRAC. Cette activation des CRAC dépendante de la 
polarisation des mitochondries est nécessaire à une signalisation soutenue et à la pleine activation des 




Figure 30. L’activation des LT requiert la polarisation des mitochondries à la SI.   
(A) Suite à l’interaction entre un LT et une CPA, les mitochondries sont transloquées à la SI où elles 
peuvent jouer leur rôle de tampon calcique et entrainer une diminution locale de la concentration 
calcique. L’inhibition des canaux CRAC est alors levée et ils peuvent ainsi induire une entrée de calcium 
extracellulaire et une signalisation soutenue. (B) Quand la polarisation des mitochondries à la synapse est 





IV- Polarisation de la machinerie sécrétoire des LT 
 
La majorité des cellules, en passant des organismes unicellulaires comme les levures aux organismes 
multicellulaires sont dites polarisées [366].  La polarisation d’une cellule se traduit par une répartition 
non homogène de ses constituants cytoplasmiques ou membranaires. Cette polarisation peut être 
d’ordre biochimique, morphologique et fonctionnelle. Pour certains procaryotes, les phénomènes de 
polarisation sont limités à la division cellulaire. Lors du développement d’un organisme 
pluricellulaire, le processus de division asymétrique peut constituer la base de la différenciation et de 
la diversité cellulaire. De plus, après différenciation, certaines cellules, comme les cellules épithéliales, 
ont besoin d’être polarisées afin de pouvoir exercer leur rôle physiologique. D’autres peuvent rompre 
leur symétrie et entrer en processus de polarisation de manière spontanée ou suite à un stimulus, 
comme par exemple l’entrée d’un spermatozoïde dans l’ovule. Les LT n’échappent pas à la règle et 
sont eux aussi polarisés. Au cours de leur vie, un grand nombre de leurs fonctions est permis par une 
polarisation cellulaire. Les processus de migration, de prolifération, d’interaction homotypique ou 
encore de formation d’une synapse immunologique impliquent des changements morphologiques 
causés par la réorganisation du cytosquelette, des molécules de surface et de signalisation ainsi que des 
organites cellulaires comme l’appareil de Golgi [367]. 
 Au cours de cet exposé, je vais principalement m’intéresser à la polarisation de la machinerie 
sécrétoire (MTOC et appareil de Golgi) et des vésicules intracellulaires (contenant des cytokines ou 
des molécules lytiques) des  LT lors de leur interaction avec une CPA au niveau de la SI. 
 
1. Présentation 
a. Polarisation du MTOC 
La découverte du phénomène de polarisation du MTOC des LT vers leurs CPA commence dans les 
années 1980. L’équipe de G.Berke s’est intéressée à ce phénomène suite à des études préliminaires 
démontrant que les CTL induisent la mort de leurs cellules cibles de manière spécifique et 
unidirectionnelle. Ces résultats suggèrent que le coup létal est délivré de manière polarisée. C’est ainsi 
que la polarisation du MTOC des CTL murins vers leurs cellules cibles est décrite pour la première 
fois. Cette étude propose que les CTL interagissent avec leurs cellules cibles via la région 
membranaire proche du MTOC et qu’il ne s’agit en aucun cas d’une réorientation induite par le 
contact cellulaire [239]. Deux années plus tard, A.Kupfer publie le premier d’une  longue série 
d’articles sur ce phénomène de polarisation des LT. Ils démontrent qu’il s’agit d’un mécanisme actif : 
le MTOC et l’appareil de Golgi des CTL et des NK murins se réorientent suite au contact avec une 
cellule cible [84 , 85, 240 ]. Deux années plus tard, la même équipe montre, en utilisant des clones, 
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que les LT CD4
+
 peuvent, eux aussi, polariser leur machinerie sécrétoire vers les CPA de manière 
antigène spécifique [241]. Ce phénomène a ensuite été largement confirmé pour les LT humains. Avec 
l’avancée des techniques de microscopie, l’étude de J.Kuhn et al. a montré qu’une fois localisé au 
niveau de la synapse, le MTOC ne reste pas statique mais oscille latéralement sur une distance 
n’excédant pas 2 m. Ces oscillations peuvent être engendrées par des tensions opposées mais 
équilibrées et qui seraient générées par des moteurs moléculaires ancrés au niveau du pSMAC, tel que 
la dynéine [368]. Une caractéristique essentielle du processus de polarisation du MTOC est sa rapidité. 
En effet, c’est un événement qui se déroule avant la formation de la synapse, après environ 2 minutes 
de contact [217] [277]. La formation de la SI n’est donc pas nécessaire à cette polarisation. 
Effectivement, les LT CD4
+
 sont capables de polariser leur appareil de Golgi dans des conditions où la 
formation de la synapse est inhibée par des anticorps bloquants anti-CD2 [338]. De plus, ce processus 
est hautement dynamique et sélectif. Une étude menée par l’équipe de S.Valitutti montre qu’un LT est 
capable de discriminer deux CPA offrant différentes concentrations antigéniques et de polariser sa 
machinerie sécrétoire (MTOC, appareil de Golgi et cytokines) vers celle offrant le plus fort stimulus 
[277]. Ce choix est dynamique puisqu’un  LT en contact avec une CPA spécifique peut très 
rapidement se repolariser et remodeler une SI s’il rencontre une autre CPA lui offrant un meilleur 
stimulus [217, 277 ]. 
 
b. Polarisation des cytokines 
En ce qui concerne la sécrétion de cytokines, dés 1988, l’étude menée par l’équipe de C.Janeway 
suggère, avec un système non physiologique, une sécrétion polarisée de cytokines [369].  Trois  ans 
plus tard, A.Kupfer et al. montre, par des études de microscopie confocale, la polarisation de quatre 
cytokines (IL-4, IL-2, IFN-γ, IL-5) produites par des LT CD4+ au contact de LB [276]. La polarisation 
de l’IL-2 et de l’IFN-γ ont depuis été confirmée in vivo [249 , 370]. Le groupe de M.Davis a 
documenté plus en détail ce phénomène de sécrétion cytokinique, en utilisant différentes techniques 
incluant de l’imagerie de LT CD4+ murins vivants et fixés ainsi que des tests fonctionnels de sécrétion 
sur un support solide. Ils ont montré que certaines cytokines comme l’IL-2 et l’IFN-γ sont sécrétées de 
manière directionnelle au travers de la SI sécrétrice alors que d’autres médiateurs solubles, comme le 
TNF-α et la chimiokine CCL3 (MIP-1α), sont libérés de manière multidirectionnelle. Ces données 
suggèrent que les cytokines sécrétées de manière polarisée peuvent permettre d’assurer une 
communication intercellulaire privilégiée et spécifique alors que les autres, libérées de façon 
multidirectionnelle, peuvent promouvoir un état inflammatoire ou bien induire un gradient de 





c. Polarisation des granules lytiques 
La sécrétion polarisée des granules lytiques des CTL est observée dés les premières études s’attachant 
à étudier la polarisation de leur MTOC [85].  Ce processus de polarisation de la machinerie 
cytotoxique est hautement dynamique. Les CTL humains peuvent polariser simultanément leurs 
granules lytiques vers plusieurs cibles tout en formant une synapse activatrice avec la CPA présentant 
la meilleure stimulation antigénique. Cette dissociation spatiale entre les synapses lytiques et la 
synapse activatrice permet aux LT CD8
+
 de tuer simultanément différentes cibles et de s’activer de 
manière unidirectionnelle et optimale avec la « meilleure » des CPA [282]. Cette multi-polarisation 
des granules lytiques vers différentes cibles a également été observée in vivo, dans un modèle murin, 
lors d’une interaction entre des CTL et des neurones [372]. Ce phénomène de « multiple killing » est 
cependant remis en question par d’autres études comme nous le verrons dans le paragraphe IV.3.a. 
La différence majeure entre la sécrétion des granules lytiques et la sécrétion de cytokines réside dans 
leurs cinétiques. En effet, la libération des granules lytiques par un CTL a lieu quelques minutes après 
l’interaction avec la cellule cible et ne conduit pas à son épuisement. Le CTL peut donc subir plusieurs 
cycles de « reconnaissance antigénique, polarisation et cytolyse ». De plus, une étude récente montre 
que les CTL peuvent rapidement synthétiser de nouveaux stocks de perforine [373] et tuer plusieurs 
cibles à la suite. On les appelle, pour cette raison, des « serial killer ». En revanche, les cytokines sont 
libérées quelques heures après la stimulation antigénique car elles nécessitent, le plus souvent, d’être 
produites par transcription et/ou traduction (Figure 31). Les contacts entre LT CD4
+
 et CPA sont 
d’ailleurs généralement plus longs que ceux des CTL avec leurs cibles. 
 
Figure 31 : Cinétique des réponses sécrétrices des LT 




2. Mécanismes impliqués dans la polarisation du MTOC des LT 
De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes moléculaires impliqués dans la polarisation 
du MTOC. Il est important de noter qu’en raison de l’association entre l’appareil de Golgi, les 
endosomes de recyclage et le MTOC, par le biais de protéines de liaison, ces organelles suivent les 
mouvements du MTOC [169, 374 ].  
Beaucoup de molécules impliquées dans cette polarisation sont des protéines ayant un rôle dans les 
voies de signalisation induites suite à l’engagement du TCR. En effet, Fyn [375], Lck [376], ZAP-70 
[377], LAT, SLP76 [378], VAV1 [379], le DAG [380] ou encore la PLCγ1 [380] sont requises. 
L’implication de l’augmentation de la concentration calcique intracytoplasmique était largement 
admise. Elle avait été démontrée avec des cellules Jurkat stimulées par des plaques recouvertes 
d’anticorps anti-CD3 [378]. Cependant, une étude récente l’a récemment remise en cause [380]. Ces 
auteurs supposent que les résultats obtenus en 2003 sont en fait dus à un défaut dans les changements 
morphologiques initiaux nécessaires à la cellule pour se polariser, c'est-à-dire à un problème dans le 
« stop signal » qui est calcium dépendant (paragraphe II.3.b). Des résultats discordants ont également 
été publiés quant à l’implication de la PI3K. Deux équipes ont inhibé cette kinase 
pharmacologiquement, via la wortmanine, soit dans des cellules Jurkat au contact de billes recouvertes 
d’anticorps anti-CD3 [376], soit dans des LT murins dans un système antigène spécifique [381]. La 
PI3K ne semble pas jouer de rôle dans la polarisation du MTOC des cellules Jurkat, à l’inverse des LT 
murins. L’utilisation de système cellulaire et de type de stimulation différents peuvent expliquer ces 
résultats. Cependant, la majorité des molécules décrites étant des composantes de la signalisation 
proximale du TCR, leurs inhibitions affectent beaucoup d’autres voies en aval du TCR. 
D’autres études ont impliqué des effecteurs cellulaires ayant un rôle direct dans la réorganisation du 
cytosquelette d’actine (Figure 32). Ainsi IQGAP1 (IQ-motif-containing GTPase activating protein-1), 
protéine effectrice de Cdc42 et faisant partie du complexe protéique liant l’extrémité positive des 
microtubules à l’actine, semble nécessaire à la polarisation du MTOC [382]. Dans une autre étude, les 
auteurs se sont intéressé au rôle de molécules imliquées dans la nucléation des filaments d’actine 
[383]. Ils  se sont centrés sur les formines DIA-1 (Diaphanous-1) et FMNL1 (Formin-like-1) et sur le 
complexe Arp2/3 (activé par des protéines telles que  WASP ou des protéines de la famille  WAVE). 
Arp2/3 est nécessaire à la dynamique du cytosquelette d’actine notamment dans la formation de 
lamellipode tandis que  les protéines DIA-1 et FMNL1 sont essentielles pour la polarisation du MTOC 
des LT à la SI via un mécanisme dépendant de la GTPase Rac-1. Les mécanismes précis ne sont 
encore pas connus mais, dans d’autres modèles cellulaires, la protéine DIA-1 est connue pour 
stabiliser les microtubules à la membrane plasmique via son association avec des protéines incluant 
EB1 et APC (adenomatosis polyposis coli protein) [384].  Les implications d’IQGAP1 et des formines 
sont complémentaires puisqu’il est connu que DIA-1 et IQGAP1 peuvent directement entrer en 
interaction. Dans des fibroblastes, IQGAP1 est requis pour la localisation de DIA-1 au niveau du «  
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leading edge » [371] et, dans les macrophages, cette interaction est requise pour la phagocytose [385]. 
Ces protéines, en créant une liaison entre l’actine et les extrémités positives des microtubules, 
pourraient permettre de fournir la force nécessaire pour le repositionnement du MTOC au niveau de la 
SI. L’identification de ces protéines soulève la question de l’implication des GTPase de la famille 
Rho. En effet, FMNL1 et DIA-1 sont directement régulé par Rho et Rac, tandis qu’IQGAP se lie à 
Cdc42 et Rac. Le rôle de Cdc42 dans le phénomène de polarisation du MTOC des LT à la SI est 
controversé. En effet, la surexpression d’un dominant négatif  de Cdc42 dans des LT murins bloque le 
repositionnement du MTOC durant l’activation du LT [381]. Au contraire un autre travail a montré 
que la déplétion de Rac-1 dans des cellules Jurkat (via des SiRNA), mais pas celle de Cdc42, inhibe la 
polarisation du MTOC des LT [383]. 
La recherche de molécules régulant la polarisation des LT a également mené à l’identification de 
molécules directement liées aux microtubules (Figure 32). Par exemple, l’histone/tubuline 
déacétylase-6 (HDAC6) est nécessaire à la polarisation du MTOC [386 , 387]. En effet, suite à 
l’interaction LT/CPA, cette enzyme est recrutée précocement au niveau du centre de la synapse pour 
être ensuite redistribuée assez rapidement (environ 10 minutes après) en périphérie. Cette localisation 
se fait de manière concomitante à une déacétylation transitoire des microtubules à la SI. Ce 
phénomène semble être lié au processus de polarisation du MTOC puisque la surexpression de 
HDAC6 induit son inhibition. La dynéine est  également impliquée dans la polarisation du MTOC à la 
SI. Cette protéine est un moteur moléculaire qui permet le transport vésiculaire vers l’extrémité 
négative des microtubules. Elle est recrutée à la SI au niveau du pSMAC grâce à son association avec 
ADAP qui est capable de se lier au cytosquelette d’actine. La protéine ADAP est aussi nécessaire à la 
polarisation du MTOC des LT à la SI [133 , 388] et est connue pour être activée via Fyn, une molécule 
de signalisation nécessaire à la polarisation [375]. Une étude menée par l’équipe de M.Huse a 
démontré que l’activation localisée du DAG induit au bout de 10 secondes la relocalisation de la 
dynéine, suivie de la polarisation du MTOC après 4 secondes [380]. Il est possible que l’interaction 
entre les microtubules et la dynéine participe à la translocation du MTOC et que cette interaction soit 
régulée via HDAC6 comme c’est le cas dans d’autres types cellulaires [387]. Cette association des 
microtubules à des moteurs moléculaires comme la dynéine et leur ancrage au niveau des pSMAC 
pourrait permettre le maintien du MTOC au centre de la SI tout en expliquant les phénomènes 





Figure 32 : Régulation de la  polarisation du MTOC induite par l’engagement du TCR 
Suite à la reconnaissance antigénique via le TCR, le MTOC migre rapidement vers la SI. Cette 
polarisation implique des événements proximaux de la signalisation (comme ZAP-70 ou SLP-76), des  
protéines impliquées dans la dynamique de l’actine comme DIA-1 et FMNL1 et des protéines liées à la 
tubuline comme la  dynéine et HDAC6. Extrait de [389]. 
 
Les liens entre les voies de signalisation du TCR et celles directement impliquées dans la polarisation 
du MTOC sont encore largement inconnus. Cependant quelques études commencent à s’intéresser à 
des voies de signalisation impliquées dans les étapes terminales de cette polarisation. Par exemples, 
une équipe a montré le recrutement à la SI d’une protéine ancestrale de polarisation : Par3 [390]. Une 
autre étude plus récente a démontré, par l’utilisation de dominant négatif, la nécessité de la présence 
de la protéine Par1b pour la polarisation du MTOC des LT [391]. Par1b est une protéine très 
conservée au cours de l’évolution qui est impliquée dans de multiples processus de polarisation. Elle 
est connue pour réguler la dynamique des microtubules, entre autre, via son action sur les MAP 






3. Mécanismes impliqués dans la polarisation des granules à la SI 
Suite à l’interaction d’un CTL et de sa cellule cible, le CTL polarise rapidement son MTOC et son 
appareil de Golgi [239 , 393] mais également ses granules lytiques vers la cible (Figure 33) [85]. Les 
granules lytiques contiennent des protéines  telles que la perforine, les granzymes et Fas-L. De 
manière identique, les LT CD4
+
 orientent des vésicules vers la CPA, contenant des cytokines comme 
l’IL-2, l’IL-4, l’IL-5 et l’IFN-γ [249 , 276 , 277 , 278]. La sécrétion polarisée de ces granules 
comprend plusieurs étapes : la polarisation au niveau de la SI, suivie de l’ancrage à la membrane 
plasmique et de la fusion qui permet la libération du contenu des granules dans l’aire synaptique. 
 
 
Figure 33 : Mécanisme de libération polarisée des granules lytiques 
(1) La reconnaissance d’un complexe CMH/peptide à la surface de la  CPA par le TCR du CTL induit une 
signalisation via le TCR et (2) la polarisation du MTOC. (3) Cette translocation guide la polarisation des 
granules lytiques jusqu’au centrosome accroché à la membrane plasmique. (4) Les granules vont ensuite 
fusionner avec la membrane et ainsi  induire la libération de leur contenu dans l’aire synaptique. Cet 
événement cause la mort de leur cellule cible observable sur les images de microscopie ci-dessus par la 
perte du marquage pour la tubuline. Adapté de [279] et de [394]. 
 
a. Polarisation parallèle des granules et du MTOC au niveau de la SI 
La majorité des études s’intéressant aux mécanismes impliqués dans le phénomène de polarisation des 
granules à la synapse ont principalement été menées sur les granules lytiques des CTL. Généralement, 
la polarisation du MTOC gouverne la sécrétion des granules des LT. En effet, des cellules traitées avec 
du nocodazole (inducteur de la dépolymérisation des microtubules) sont incapables de polariser et de 
sécréter leurs granules [84]. Les granules transitent le long des microtubules, vers l’extrémité négative, 
au niveau du centrosome [382], pour être libérés vers la CPA ou la cellule cible au centre de la 
synapse [273]. Un contact entre le centrosome et la membrane plasmique semble nécessaire [382].  
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Il existe deux types de sécrétion via le MTOC pour les granules lytiques : une voie rapide et une lente 
qui sont régulées selon la cinétique de signalisation. Une signalisation calcique rapide amène à une 
concentration des granules au niveau du MTOC et une sécrétion rapide alors que des signaux faibles 
induisent un recrutement lent des granules via leur migration le long des microtubules de la périphérie 
vers la SI [333]. Récemment, l’équipe de G.Griffiths a démontré que la polarisation du centrosome et 
des granules lytiques peuvent être dissociées  [334]. En effet, via l’utilisation de lymphocytes T de 
souris OT-1 et de peptides d’avidités variables, ils ont démontré que  des interactions de basse et haute 
avidité induisent la polarisation du centrosome tandis que seules les interactions de haute avidité 
permettent la polarisation des granules lytiques.  
Cependant, cette vision unidirectionnelle de la polarisation des granules lytiques est en désaccord avec 
les études montrant que les CTL peuvent tuer simultanément plusieurs cellules cibles [282, 372 ]. 
L’étude de J.Kuhn et al. amène une explication pour ce phénomène de « multiple killing » [368]. Il a 
pu montrer, grâce à la vidéo-microscopie, que lorsqu’un LT CD8+ est en contact avec deux cibles, son 
MTOC peut osciller d’une cellule à l’autre induisant ainsi la lyse des deux. Cependant, les résultats de 
S.Valitutti montrent clairement une double polarisation des granules lytiques. Cette double 
polarisation des granules lytiques des LT CD8
+
 mérite d’être mise en parallèle de la double voie de 
sécrétion des LT CD4
+
 découverte par M.Huse [278]. En effet, les LT CD8
+
 ont peut-être, eux aussi, 
un premier mécanisme qui leur permet de sécréter de manière polarisée vers la synapse et un autre qui 
leur permet de sécréter vers une deuxième cellule cible de manière simultanée sans pour autant former 
une synapse stimulatrice avec elle.  A ce propos, il est intéressant de noter que les molécules 
cytotoxiques telles que la perforine peuvent aussi être sécrétées par une voie indépendante des 
vésicules [373, 395 ]. 
 
b. L’ancrage et la fusion des granules lytiques des cellules cytotoxiques à la SI  
Dans les cellules eucaryotes, le trafic vésiculaire vers des localisations cellulaires spécifiques est géré 
par des familles de protéines très conservées au cours de l’évolution. Au cœur de ce processus se 
trouvent les protéines SNARE (soluble N-ethylmaleimide–sensitive factor accessory protein receptors) 
qui sont des protéines transmembranaires exprimées à la surface des vésicules (vSNARE) et à la 
surface de la membrane cible (tSNARE pour target). Elles permettent une fusion membranaire des 
deux compartiments qui est induite par la formation spécifique d’un complexe tri-moléculaire entre 
deux tSNARE et un vSNARE. Les différents v- et t-SNARE ont des localisations cellulaires distinctes 
et leurs interactions sont régulées par diverses protéines accessoires qui ajoutent un niveau de 
spécificité. De nombreuses études impliquent les protéines SNARE dans le mécanisme de fusion des 
granules lytiques avec la membrane plasmique au niveau de la synapse [332].  Cependant,  les 
protéines lytiques telles que la perforine, les granzymes A et B et Fas-L, dont l’expression peut être 
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induite suite à l’engagement du TCR, peuvent être sécrétée à la SI directement depuis l’appareil de 
Golgi [373] rendant difficile l’étude des protéines impliquées dans la voie vésiculaire.   
C’est en partie grâce à l’étude de maladies génétiques, causant une immunodéficience associée à un 
albinisme, que les protéines impliquées dans le trafic polarisé des granules à la SI et dans la sécrétion 
des mélanocytes requis par la pigmentation ont été découvertes [371 , 394 , 396]. Cependant, il est 
maintenant clair que si l’expression d’un certain nombre de gènes est commune au processus de 
sécrétion par les mélanocytes et les LT, certains gènes sont requis uniquement pour un des deux types 
cellulaires. Ces différences peuvent s’expliquer, entre autre, par le fait que la sécrétion a lieu dans des 
sens opposés. En effet, dans les mélanocytes, le MTOC est au centre de la cellule et ce sont les 
extrémités positives des microtubules qui sont liés à la membrane via l’actine. Dans ce cas, les 
vésicules migrent vers  l’extrémité positive  des microtubules. En revanche, dans les LT, le MTOC est 
polarisé à la membrane et les vésicules se déplacent vers les extrémités négatives des microtubules 
(Figure 34).  
 
Figure 34 : Comparaison de la sécrétion par les LT CD8
+
 et les mélanocytes 
(a) Dans un LT CD8
+
 conjugué à une cellule cible, les granules sont transportés vers l’extrémité négative 
des microtubules en direction du MTOC. La majorité de l’actine est exclue du site de contact pendant la 
libération des granules. (b) Dans les mélanocytes, les mélanosomes migrent vers l’extrémité positive des 
microtubules en direction de la membrane, où se trouve le réseau d’actine corticale, pour être sécrétés.  
Adapté de [394]. 
 
Biogénèse des granules lytiques : 
L’étape de biogénèse des granules a été dévoilée en partie grâce à l’étude de deux maladies 
génétiques : le syndrome de Hermansky-Pudlak de type 2 (HPS2) et le syndrome de Chediak–Higashi 
(CHS). Les patients atteints de ces maladies combinent une immunodéficience avec un albinisme. 
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HPS2 résulte d’une mutation dans le gène codant AP-3 (adaptor protein 3) et CHS d’une mutation 
dans le gène codant LYST. LYST est une protéine cytoplasmique qui régule le trafic lysosomial et 
AP-3 est nécessaire pour le transport des protéines du trans-golgi vers les lysosomes ou les 
endosomes. Les LT de ces patients ont un défaut de polarisation des granules à la SI qui sont plus gros 
que dans des CTL normaux [397]. De plus, les granules des LT déficients en AP-3 semblent 
incapables de migrer le long des microtubules (Figure 35). Ceci suggère qu’AP-3 pourrait être requis 
pour la bonne expression d’une ou plusieurs protéines impliquées dans la dynamique des granules le 
long des microtubules. Les protéines LYST et AP-3 sont donc impliquées dans les étapes précoces de 
la formation des granules. 
 
Ancrage et fusion des granules lytiques : 
Deux études assez récentes identifient la PKCδ comme nécessaire à la polarisation et à l’exocytose des 
granules lytiques. En effet, des  CTL murins déficients pour la PKCδ ont un défaut dans ces 2 
processus malgré une polarisation correcte du MTOC. Ce défaut de polarisation des granules lytiques  
résulte en une perte de la capacité cytotoxique de ces CTL [398, 399]. L’activité kinase de la PKCδ est 
donc impliquée dans les étapes précoces de la libération des granules lytiques.  
L’étude de deux autres maladies génétiques : le syndrome de Griscelli et les différentes formes de 
FHL (Familial hemophagocytic lymphohistiocytosis) ont permis de mieux caractériser les étapes 
d’ancrage et de fusion des granules lytiques des CTL à la SI.  
Le syndrome de Griscelli est caractérisé par un albinisme et un défaut de cytotoxicité des CTL et des 
NK due à une perte de fonction de Rab27a [400]. Les LT déficients en Rab27 peuvent polariser leurs 
granules avec le MTOC au niveau de la synapse mais ils ne peuvent pas s’ancrer et donc fusionner 
avec la membrane plasmique (Figure 35) [401]. De plus, dans des LT normaux, le taux de Rab27a 
augmente au fur et à mesure que les granules s’approchent de la SI. Rab27a pourrait donc être requis 
pour la dissociation des granules lytiques des microtubules comme c’est le cas dans les mélanocytes 
[394]. Deux études récentes démontrent que les protéines Slp1 and Slp2 (synaptotagmin-like proteins) 
interagissent avec Rab27a permettant ainsi l’ancrage à la membrane [402 , 403]. 
Une fois les granules accrochés à la membrane, une première étape dite d’amorçage est nécessaire 
pour la fusion membranaire des granules lytiques et de la membrane plasmique.  
La protéine Rab27a interagit avec la protéine Munc13-4 connue pour réguler cette étape d’amorçage. 
Un défaut dans l’expression de cette protéine induit une FHL de type 3 et est caractérisé par une 
anomalie dans la sécrétion dans les CTL uniquement (pas dans les mélanocytes). Dans les cellules 
cytotoxiques de ces patients, les granules lytiques se polarisent et s’ancrent dans la membrane 
plasmique au niveau de la SI mais ne fusionnent pas avec elle (Figure 35) [404].  
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Munc13-4 est l’homologue de la protéine neuronale Munc13-1 et fonctionne de la même manière. Elle 
maintient le tSNARE dans une conformation ouverte ; sans elle la fusion est impossible. La FHL de 
type 4 qui est similaire, mais moins sévère  que la FHL de type 3, est causée par un défaut dans la  
syntaxine-11, une tSNARE [405]. Ce défaut n’empêche pas la polarisation mais l’exocytose des 
granules (Figure 35). Il peut être contrebalancé par une stimulation via l’IL-2 suggérant que cette 
stimulation peut induire la synthèse de protéines qui annulent le défaut, expliquant ainsi la moindre 
sévérité de cette forme de maladie. Il est supposé que Munc13-4 permet le passage de la syntaxine11 
dans sa conformation ouverte.  
Récemment, une mutation dans le gène codant Munc18-2 a été découverte comme étant la cause de la 
FHL de type 5 [406 , 407]. Munc18-2 est en fait le partenaire principal de la syntaxine 11 dans les 
CTL ce qui est en adéquation avec la similarité des phénotypes dans les cas de FHL de type 4 et 5 
(Figure 35). Le complexe Munc18-2/syntaxine 11 à la SI régule probablement l’ancrage et l’initiation 
de la formation du complexe SNARE nécessaire à la fusion. Bien que pour l’instant, aucun vSNARE 
n’ait été clairement identifié au niveau des granules lytiques, les protéines VAMP7 et VAMP8 (vesicle 
associated membrane protein) semblent de bonnes candidates car une association avec les granules 
ainsi qu’un rôle dans la cytotoxicité des CTL ont été reportées [408 , 409]. Il est donc probable qu’un 
complexe SNARE se forme entre les molécules VAMP7 ou VAMP8 sur les granules avec les 
tSNARE syntaxine 11 et SNAP23 exprimé à la membrane cellulaire. En effet, SNAP23 est connu pour 
interagir avec la syntaxine11 dans les LT et pour participer au complexe SNARE formé à la SI [410].  
G. de Saint Basile propose un modèle pour décrire l’exocytose des granules lytiques à la SI en 
regroupant toutes les données acquises via l’étude des maladies génétiques et de la synapse neuronale 
(Figure 35) [396]. En effet, si tous les effecteurs de la machinerie d’ancrage et de fusion des granules à 
la SI n’ont pas été caractérisés en détail, ces mêmes étapes au niveau de la synapse neuronale sont 
maintenant bien connues et permettent de mieux comprendre les mécanismes qui se déroulent au 






Figure 35 : Modèle de l’exocytose des granules lytiques à la synapse  
Suite à la reconnaissance du complexe CMH/peptide à la surface d’une CPA, le CTL polarise ses granules 
à la SI. Les granules s’ancrent dans la membrane via l’interaction de Rab27a et des synaptotagmines Slp1 
et Slp2. De plus, les granules interagissent avec le complexe Munc18-2/syntaxine 11 dans leur 
conformation fermée. Les vésicules ancrées sont ensuite activées par Munc13-4 probablement via le 
changement de conformation de la syntaxine11 qui passe d’une conformation fermée à une conformation 
ouverte. Un complexe SNARE se forme alors entre les deux tSNARE (syntaxine 11 et SNAP23) et la 
vSNARE (VAMP7 ou VAMP8). Les numéros indiquent les étapes affectées par un défaut d’expression de 
LYST (1), AP3 (2), le perforine (3), Rab27a (4), la syntaxine 11 (5), MUNC18-2 (6) et MUNC13-4 (7). 
Adapté de [396]. 
 
c. L’ancrage et la fusion des granules des LT CD4+ à la SI  
L’implication des SNARE  dans les LT CD4+ a été étudiée par M.Huse et al. dans son étude portant  
sur les deux voies de sécrétion des cytokines. Comme décrit dans le paragraphe IV.1.b, les LT CD4
+
 
sécrètent au niveau de la synapse certaines cytokines comme l’IL-2 ou l’IFN-γ de manière polarisée et 
d’autres, comme le TNF-α, de manière multi-directionnelle [278]. Ces facteurs solubles sont en fait 
présents dans des granules exprimant différentes protéines régulatrices du trafic. Les granules 
contenant les cytokines polarisées contiennent les protéines Rab3d et Rab19 tandis que celles 
contenant les cytokines inflammatoires expriment la syntaxine 6. Aucune des deux n’exprime Rab27a 
qui contrôle le transport des granules cytotoxiques. De plus, la syntaxine-4 et SNAP-23, deux t-
SNARE, s’accumulent à la SI apportant ainsi une explication possible au mécanisme de fusion [271]. 
Ces protéines sont connues pour être impliquées dans les processus de sécrétion d’autres types 
cellulaires. La syntaxine-4 par exemple marque spécifiquement la membrane baso-latérale des cellules 
épithéliales et semble être impliquée dans leur sécrétion polarisée. De même, les protéines Rab3a, 
SNAP-25 et de la syntaxine-1 (homologues dans les neurones de Rab3d, SNAP-23 et la syntaxine-4) 
sont impliquées dans la sécrétion des neurotransmetteurs à la synapse neuronale [371]. En plus de ces 
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protéines de trafic, certaines protéines régulatrices du cytosquelette sont importantes. Par exemple, les 
LT déficients en WASP sont incapables de sécréter et de polariser leur IFN-γ mais gardent leur 
capacité de libération des chimiokines [411].  
 
4. Fonctions de la polarisation du MTOC des LT  
a. Polarisation et dialogue intercellulaire privilégié 
Comme décrit dans le paragraphe précédent, la polarisation du MTOC des LT à la SI guide la 
sécrétion polarisée des granules vers les cellules cibles. Le rôle le plus souvent évoqué de cette 
polarisation est la communication privilégiée avec les LT et les CPA présentant des complexes 
CMH/peptide spécifiques. De plus, comme décrit dans le paragraphe III.3.d, le pSMAC, en créant une 
sorte de « joint », permettrait d’amplifier cette communication.  
Dans le cas des cellules cytotoxiques, la polarisation du MTOC, et donc celle de la machinerie lytique, 
pourrait permettre une lyse ciblée et spécifique sans induire de dommages collatéraux. Un des rôles 
hypothétiques de la polarisation des LT CD4
+
 vers leur CPA, en particulier de la sécrétion polarisée 
des cytokines, est que ce processus est utile à l’aide sélective du LT à la CPA. En 1994, l’équipe de 
A.Kupfer montre, par microscopie confocale, qu’un LB en contact avec un LT CD4+ et qui se 
positionne face au site de production cytokinique est sélectivement activé et prolifère [352]. Cette 
étude est la seule qui ait regardé l’impact de la polarisation des LT sur l’activation des CPA. 
Cependant, d’autres articles semblent appuyer indirectement cette hypothèse. En effet, les résultats 
obtenus par D.Depoil et al. montrent qu’un LT peut discriminer deux CPA chargées avec différentes 
concentrations antigéniques et se polariser vers la «meilleure » [217, 277 ]. La prise en compte de ces 
résultats suggère que lors d’une réponse immunitaire adaptative, un  LT CD4
+
 peut délivrer son aide de 
manière spécifique, en polarisant sa machinerie sécrétoire vers la CPA offrant le meilleur stimulus 
antigénique assurant ainsi une amplification sélective de la réponse immunitaire. L’équipe de M.Davis 
évoque aussi cette hypothèse,  en démontrant que les LT CD4
+
 utilisent deux voies de sécrétion pour 
sécréter leurs cytokines : une polarisée et une multidirectionnelle [278].  Selon ces travaux, la 
sécrétion de l’IL-2 et de l’IFN-γ au niveau de la fente synaptique pourrait permettre d’assurer une 
communication intercellulaire privilégiée et spécifique alors que la sécrétion multidirectionnelle de 
TNF-α et de MIP-1α pourrait promouvoir un état inflammatoire ou bien induire un gradient de 
chimiokines au niveau, par exemple, d’un tissu infecté [278]. Cependant, à part l’étude menée par 
A.Kupfer en 1994, le lien souvent établi entre polarisation et communication intercellulaire privilégié 






b. Polarisation et formation de la synapse 
En plus de la polarisation des granules lytiques et des granules contenant des cytokines, d’autres types 
de vésicules  sont transloqués à la SI comme les vésicules de la voie endosomale de recyclage. Cette 
voie permet l’internalisation de protéines puis leur réorientation vers la membrane plasmique ou vers 
les lysosomes pour induire leur dégradation. Dés 2004, l’étude menée par l’équipe de M.Alonso 
montre une polarisation de récepteur à la transferrine et donc de la voie de recyclage à la SI [412]. La 
même année, l’équipe d’A.Alcover  démontre que l’accumulation du TCR dans le cSMAC passe par 
la polarisation, au niveau de la synapse, des endosomes de recyclage contenant des TCR et que ce 
phénomène est guidé par la polarisation du MTOC. Ainsi, le traitement des LT à la colchicine induit 
une inhibition de la polarisation des vésicules de recyclage se traduisant par un défaut  dans 
l’accumulation du TCR à la synapse. Les protéines Rab35 et la Rab GTPase qui l’active (EP164C) 
sont co-localisés avec le TCR dans les endosomes de recyclage et sont impliqués dans la polarisation à 
la SI de ces vésicules. Leur inhibition induit une altération dans la formation de la SI [413].  
Dans la littérature, tous les cas de figures se retrouvent quand à la corrélation entre la polarisation du 
MTOC et l’accumulation du TCR à la SI, caractéristique de la formation d’une SI mature.  
Certaines études reportent qu’une inhibition de la polarisation du MTOC n’affecte pas la formation de 
la synapse. En effet, le blocage de ZAP-70, bien qu’empêchant la polarisation du MTOC, n’affecte pas 
l’accumulation de CD2 et du TCR ainsi que l’exclusion de CD45 et CD43 à la SI. Cependant, il 
bloque la relocalisation à la SI des stocks intracellulaires de TCR [377]. De même, des cellules Jurkat 
déficientes en SLP-76 en contact avec des LB chargés en SAg ou des thymocytes immatures DP 
murins déficients en Vav-1 dans un système antigène-spécifique, ne polarisent pas leur MTOC, mais 
accumulent toutefois leur CD3 à la SI [378 , 379].  
A l’inverse, d’autres équipes, montrent que l’altération de la polarisation du MTOC est associée à une 
inhibition de la formation de la SI. Les travaux menés par J.Serrador et al. démontrent une corrélation 
entre la formation de la SI et la polarisation du MTOC [386]. La surexpression de HDAC-6 induit une 
déacétylation des microtubules qui résulte en une inhibition de la polarisation du MTOC et de 
l’accumulation du CD3 à la SI. A l’inverse, l’inhibition de HDAC6 (via des SiRNA, un inhibiteur 
pharmacologique ou la surexpression d’un dominant négatif) induit une acétylation accrue des 
microtubules qui corrèle avec une augmentation de l’accumulation du CD3 à la SI et de la polarisation 
du MTOC.  
Dans une autre étude, l’inhibition de la polarisation du MTOC, via l’altération de la fonction de la 
dynéine, ne bloque pas l’accumulation du CD3 et de LFA-1 au niveau de l’aire de contact mais, en 
revanche, inhibe leur organisation spatiale au niveau du cSMAC et du pSMAC respectivement [388].  
L’étude menée par T.Baldari réconcilie les résultats obtenus sur le rôle du recyclage polarisé dans 
l’accumulation du TCR à la SI et l’indépendance de la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT 
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et de la formation de la SI. Elle démontre l’implication d’IFT20, un composant des cellules ciliées, 
dans le recyclage polarisé des endosomes. L’inhibition d’IFT20 résulte en une inhibition de la 
polarisation des endosomes de recyclage induisant une diminution de l’accumulation du TCR à la SI. 
Toutefois, dans son système, la polarisation du MTOC et de l’appareil de Golgi à la SI n’est pas 
affectée suggérant que les endosomes de recyclage peuvent être délivrés de manière indépendante des 
microtubules [272].  
 
c. Inhibition de la polarisation en physiopathologie 
L’importance du phénomène de polarisation de la machinerie sécrétoire des LT est révélée par le fait 
que ce mécanisme est inhibé dans de nombreuses situations pathologiques, comme les infections 
virales ou le cancer. 
 
Dans le cas d’infections virales : 
Les virus lymphotropiques induisent de profondes modifications de la machinerie cellulaire dans le 
but de diminuer les réponses immunes et de pouvoir correctement se répliquer [414]. 
 Le VIH-1 (virus d’immunodéficience humaine), le HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus Type I) et 
le HVS (Herpesvirus Saimiri) sont trois virus infectant les LT CD4
+ 
et ayant la capacité de bloquer la 
formation de la synapse immunologique via le ciblage du trafic vésiculaire des molécules de 
signalisation comme Lck ou LAT. En effet,ces portéines transitent via des compartiments vésiculaires 
organisés autour du MTOC [414, 415 , 416 ]. La protéine Lck est contenue dans des vésicules 
exprimant MAL, un composant essentiel de la machinerie spécialisée dans l’exocytose apicale des 
cellules épithéliales. La polarisation de Lck à la membrane plasmique fait également intervenir les 
endosomes de recyclage. En effet, elle est dépendante de l’activation de Rab11 dans les endosomes de 
recyclage [417]. Les protéines Nef du VIH et Tip du HVS sont capables d’augmenter les stocks 
intracellulaires de Lck via sa séquestration dans les vésicules. Ce mécanisme induit une inhibition de 





Figure 36 : Inhibition de la voie de recyclage polarisée par le VIH et le HSV 
Adapté de [414]. 
 
 
En cancérologie : 
S.Radoja et al. ont étudié, dans des modèles tumoraux murins, les causes du défaut de la mise en place 
de la fonction lytique des TIL CD8
+
 (Tumor infiltrating lymphocytes) [418]. Immédiatement après 
isolement, les TIL CD8
+
 ne sont pas capables de lyser des cellules tumorales in vitro même s’ils 
expriment des marqueurs d’activation et possèdent des granules lytiques fonctionnels. Les tests 
fonctionnels in vitro de ces TIL fraîchement isolés révèlent une signalisation via le TCR normale 
(mobilisation des stocks intracellulaires de calcium, mise en place de la voie des MAPKinases, etc) en 
dépit d’une altération dans la fonction lytique. En revanche, l’étude morphologique montre que lors de 
la formation de conjugués entre ces TIL et des cellules tumorales, le MTOC et les granules lytiques ne 
sont pas polarisés à la SI. Cependant, après une courte période de culture in vitro, cette capacité ainsi 
que la cytotoxicité de ces TIL sont rapidement restaurées indiquant la présence d’un inhibiteur de la 
polarisation du MTOC présent au niveau du microenvironnement tumoral. Cette molécule inhibitrice 
est dégradée par le protéasome lors de la culture in vitro de ces TIL [418]. Il est intéressant de noter 
que des études récentes ont démontré, dans les cas de lymphomes, un défaut dans la formation de la 
89 
 
synapse [419 , 420 , 421]. Dans ces études, l’incubation de LT de donneurs sains avec des cellules 
tumorales suffit à induire un défaut de polarisation qui peut être rétabli par un traitement à la 
lénalidomide. Récemment, l’équipe de S.Valitutti a démontré que les LT régulateurs peuvent inhiber 
la polarisation du MTOC et des cytokines des LT CD4
+ 
[422]. Cette étude est très intéressante 
puisqu’elle peut avoir des implications dans les défenses immunitaires anti-tumorales. En effet, la 
présence de LTreg et de TGF-β1 (produit par les LTreg ou les cellules tumorales) au niveau du 
microenvironnement tumoral est néfaste au  développement des réponses immunes [272, 423]. 
L’inhibition de la polarisation peut faire partie des mécanismes favorisant cette non-réponse. 
 
5. La voie Par6/aPKC/Cdc42 dans les phénomènes de polarisation cellulaire  
La grande majorité des cellules subissent au cours de leur vie des processus de polarisation. Les 
mécanismes impliqués dans ces phénomènes ont été étudiés avec des modèles particuliers comme la 
polarité épithéliale ou encore lors du développement embryonnaire de la drosophile. Ces mécanismes 
sont fortement conservés au cours de l’évolution et peuvent globalement se classer en 3 principales 
voies: les voies impliquant le complexe Scribble, le complexe Crumbs et le complexe Par/aPKC (PKC 
atypique) [424]. Le complexe Par/aPKC a été largement étudié dans le cadre du développement 
embryonnaire de la drosophile. Sa généralité et son importance dans le contrôle de la polarité 
cellulaire ont été démontrées dans de nombreuses espèces (Figure 37). Cependant, l’accumulation de 
données dans ces différents systèmes a révélé une grande diversité et une grande complexité dans la 
manière dont cette voie établit une polarité cellulaire. Je vais, dans ce paragraphe, me concentrer sur la 
voie de polarisation Par/aPKC qui est importante dans les travaux effectués pendant ma thèse  en 




Figure 37: Variété des processus de polarisation cellulaire impliquant le système Par/aPKC 
 La voie de polarisation Par/aPKC est nécessaire pour l’établissement (a) d’un axe de polarité antéro-
postérieur du zygote de C. elegans juste après la fertilisation ou durant l’ovogénèse de la drosophile. Cette 
voie est également impliquée dans (b) l’axe de polarité apico-basale de l’épithélium lors du développement 
de la drosophile et des cellules épithéliales de mammifères. (c) De plus, elle intervient dans la migration 
polarisée des astrocytes de mammifères et dans la polarisation des neurones.  Adapté de [425]. 
 
a. La famille des PKC 
La famille des protéines kinases C (PKC) est composée d’enzymes cytoplasmiques à activité 
sérine/thréonine kinase intervenant dans de multiples fonctions cellulaires. Les PKC sont très 
conservées chez les eucaryotes avec un large éventail de complexité. Un seul isoforme de PKC existe 
chez S. cerevisiae, contre cinq chez la drosophile et douze chez les mammifères. Le grand nombre de 
PKC chez les mammifères, ainsi que le chevauchement de leurs substrats, constituent un challenge 
quant il s’agit d’assigner des fonctions spécifiques à chaque isoforme.  Bien qu’un certain degré de 
redondance soit suggéré par des expériences génétiques chez la souris, un nombre croissant de preuves 
militent en faveur de fonctions individuelles et non redondantes [426].  
Tous les isoformes de la famille des PKC ont une structure conservée (Figure 38a). L’extrémité 
carboxy-terminale est assez similaire et contient le domaine catalytique.  Cette région est séparée de la 
région régulatrice, en N-terminal, par une zone charnière. La plupart des différences entre les 
isoformes se trouve dans la partie régulatrice. A l’état inactif, les PKC sont auto-inhibées par leur 
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séquence pseudo-substrat (PS) qui occupe la poche de liaison du substrat. Les PKC sont activées par 
des seconds messagers, comme le DAG et le calcium, ou par des protéines effectrices qui se lient à 
leur domaine régulateur. Cela  rompt la liaison de la séquence PS avec la cavité de liaison du substrat 
induisant l’activation des PKC (Figure 38b).  
Les PKC peuvent être classées en 4 sous-groupes structurellement et fonctionnellement distincts à 
cause de différences dans la partie régulatrice (Figure 38) [426] :  
- les PKC classiques ou conventionnelles (cPKC) : PKCα, PKCβ, et PKCγ. Cette 
famille est activée par une combinaison de DAG et de phospholipides qui se lient sur la région C1 et 
de calcium qui se lie sur le domaine C2. 
- les nouvelles PKC (nPKC) : PKCδ, PKCε, PKCε, PKCζ, et PKCκ. Elles sont activées 
de la  même manière que les cPKC par le DAG et les phospholipides mais sont indépendantes du 
calcium  
- les PKC  atypiques (aPKC) : PKCδ et PKCη (connue sous le nom de PKCι chez la 
souris). Elles ne répondent ni au calcium ni aux cofacteurs lipidiques mais sont activées par la liaison 
de protéines telles que le complexe Cdc42/Par6 via leur domaine PB1 (Phox/Bem1).  
- La famille des PKN (PKC-related kinase) : PKN1, PKN2 et PKN3. Elles sont activées 
par les  Rho GTPases Rho et Rac qui permettent de désengager le domaine PS de la cavité à substrat 
et d’activer la PKC.  
 
 
Figure 38 : La superfamille des PKC  
(a) Structure des 4 sous-familles des PKC de mammifères (cPKC, nPKC, aPKCet PKN) et de la PKC de  
S. cerevisiae. Les PKC sont régulées par une auto-inhibition induite par la liaison de leur séquence 
pseudo-substrat dans la poche de liaison du substrat au niveau du domaine kinase. Cette inhibition est 
levée par différents activateurs selon le groupe de PKC comme indiqué sur le schéma. (b) Exemple de la 
levée d’auto-inhibition des cPKC induite par le recrutement à la membrane du domaine régulateur via  le 
calcium et le DAG. Cette étape libère le domaine catalytique de la kinase qui peut alors lier son substrat. 




b. Le complexe PKCδ/Par6/Cdc42 
La PKCδ : 
La PKCδ est découverte en 1988 à partir de librairie d’extrait de cerveau de rat [427 , 428]. Elle est 
classée dans la sous-famille des PKC atypiques sur la base de sa similarité structurale avec la PKCη. 
En 1993, la PKCδ humaine est exprimée dans le système bacculovirus et caractérisée en la comparant 
à une PKC classique déjà bien connue à l’époque : la PKCα [429]. Comme le laissait présager sa 
séquence génomique, la PKCδ est  indépendante du calcium  et des activateurs lipidiques tels que le 
DAG. Elle est constituée de 4 domaines fonctionnels (Figure 39) [430] :  
-  un domaine PB1 dans la partie N-terminale qui lui permet d’interagir avec d’autres 
protéines comme Par-6 
-  une séquence PS 
-  un domaine C1 contenant un motif à doigts de zinc  (les nPKC et cPKC en possèdent deux 
qui sont essentiels pour leur capacité à lier les DAG. L’unique motif à doigts de zinc des aPKC 
explique leur incapacité à  lier le DAG) 
-   un domaine kinase en C-terminal qui contient un site de liaison à l’ATP crucial pour 
l’activité kinase de la protéine, une boucle d’activation, un motif hydrophobe et un « turn motif » qui 
contient des thréonines phosphorylées suite à l’activation. 
 
Figure  39 : Structure des domaines de la PKCδ 
Adapté de [430]. 
 
L’activation de la  étapes : la libération de la séquence 
pseudo-substrat de la cavité de liaison du substrat induite par le PIP3 et la phosphorylation du domaine 
kinase (Figure 40). De nombreuses études démontrent que des composants lipidiques comme les 
phosphatidylinositols, l’acide phosphatidique, l’acide arachidonique ou les céramides  peuvent activer 
la PKCδ [430]. Cependant, la majeure partie des études s’est focalisée sur le PIP3. Les travaux de 
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H.Nakanishi et al. ont permis de démontrer, grâce à l’utilisation de PIP3 synthétisé chimiquement, que 
ce composé induit l’auto-phosphorylation de la PKCδ nécessaire à son activation [431]. Deux autres 
études sur des monocytes humains [432] et des adipocytes murins [433] ont permis de confirmer la 
régulation de la PKCδ par la PI3K. En 1998, deux équipes définissent la protéine PDK1 comme étant 
et la PI3K [434 , 435]. En effet, des tests de phosphorylation in 
vitro avec la PKCδ et PDK1 révèlent une augmentation de la phosphorylation totale et de l’auto-
phosphorylation de la PKCδ. De plus, l’implication de la PI3K dans l’activation de la PKCδ via PDK1 
est confirmée par l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K. La PKCδ est donc un 
substrat physiologique de PDK1 lui-même activé via la PI3K.  La phosphorylation de la PKCδ sur la 
thréonine 410 est une étape primordiale pour  son activation. En effet, une PKCδ dont la thréonine 410 
est remplacée par une alanine perd son activité enzymatique [434]. De la même manière, l’utilisation 
d’un pseudo-substrat qui rend inaccessible cette thréonine 410 inhibe l’activité kinase de la PKCδ. 
Suite à cette phosphorylation, la PKCδ expose son domaine kinase. Ce changement de conformation 
permet d’autres événements de phosphorylation dont celui sur la thréonine 560, dans le « turn motif », 





Figure 40 : Activation de la PKCδ par PDK1 et le PIP3   
Suite à l’activation de la PI3K, le PIP3, par interaction directe avec la PKCδ, induit la levée d’inhibition 
induite par la séquence PS. De manière simultanée, le PIP3 produit se lie et active PDK1.  PDK1 se lie 
ensuite à la PKCδ et phosphoryle sa thréonine 410. Ceci induit la phosphorylation de la thréonine 560 et 
l’activation de la PKCδ. Adapté de [430]. 
 
Par 6 : 
Par6 a été identifié comme le partenaire crucial de la PKCδ dans les processus de polarisation 
cellulaire. Des expériences de co-immunoprécipitation ont démontré leur interaction directe [437]. Ces 
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protéines sont essentielles pour la polarisation dans l’embryon de C.Elegans, pour la génération de 
divisions asymétriques des neuroblastes et l’oogenèse de la drosophile. Dans les cellules épithéliales, 
ces protéines co-localisent au niveau des jonctions cellulaires et jouent un rôle crucial dans 
l’établissement de la polarité cellulaire. De plus, durant la migration des astrocytes, Par6 et la PKCδ 
sont localisés au niveau du « leading edge » [438].  
Par6 contient 3 domaines (Figure 41) : un domaine PB1 permettant la liaison à d’autres protéines 
contenant un domaine PB1 comme les aPKC, un domaine CRIB (Cdc-42/Ras interactive binding)  
pour l’interaction avec des GTPase comme Cdc42 ou Rac et un domaine PDZ ( PSD-95/Dlg/ZO-1) 
qui lui permet de lier d’autres protéines contenant un domaine PDZ comme Par3 [439]. Par3 est une 
protéine connue pour se complexer avec la PKCδ et Par6 et pour être impliquée dans l’établissement 
de la polarité apico-basale ou encore dans les divisions asymétriques de C.Elegans. Cependant elle ne 
semble pas avoir de rôle dans la dynamique du MTOC dans les processus de polarisation, c’est 
pourquoi les caractéristiques de cette protéine ne seront pas développées dans cet exposé. 
 
Figure 41 : Structure de Par6 
Par6 contient 3 domaines : un domaine PB1, un domaine CRIB et un domaine PDZ lui permettant 
d’interagir avec des protéines essentielles à sa fonction dans la polarisation cellulaire telles que les aPKC, 
Cdc42 et Par3. Extrait de [439]. 
 
Cdc42 : 
Cdc42 est également une protéine très conservée dans le phénomène de polarisation cellulaire [440 , 
441]. Cdc42 est une  Rho GTPase contrôlée par une GEF (guanine nucleotide-exchange factors) 
facilitant l’échange GDP/GTP et une GAP (GTPase-activating proteins), permettant l’hydrolyse du 
GTP. Sous sa forme active, c'est-à-dire liée au GTP, Cdc42 interagit avec un grand nombre 
d’effecteurs protéiques et influence beaucoup de processus biologiques, dont des processus de 
polarisation cellulaire dans les cellules de mammifères comme la polarité neuronale, l’établissement 
de la polarité épithéliale et la migration polarisée [442 , 443 , 444]. En 2000, l’équipe de S.Martin 
démontre, dans un système de transformation cellulaire,  que Par6 fait le lien entre Cdc42 et la PKCδ 






c. Rôle dans la migration polarisée  
Le complexe protéique PKCδ/Par6/CdC42 joue un rôle clé dans de multiples processus de polarisation 
(Figure 37). Je vais plus particulièrement détailler dans ce paragraphe son rôle dans la migration 
polarisée des astrocytes puisque celle-ci implique une réorientation du MTOC et de l’appareil de Golgi 
(phénomène qui nous intéresse dans les LT) (Figure 42) [438, 446, 447].  
Dans ce modèle, la signalisation induite par les intégrines, via l’interaction avec des composants de la 
matrice extracellulaire, active Cdc42 qui recrute et active le complexe Par6/PKCδ. La liaison de Cdc42 
à Par6 est supposée induire un changement de conformation de cette dernière qui permet d’augmenter 
son affinité pour la PKCδ et ainsi de stimuler son activité kinase. Ce complexe PKCδ/Par6/CdC42 
entraîne la phosphorylation de GSK3β (glycogen synthase kinase 3β) sur un site inhibiteur entrainant 
un blocage de la phosphorylation de la protéine APC (adenomatous polyposis coli). APC interagit 
alors avec l’extrémité positive des microtubules. En parallèle, Discs large (Dlg) est recruté via un 
mécanisme dépendant de Cdc42 et de la PKCδ au niveau des microtubules liés à APC. Cette 
localisation induit la réorientation du MTOC, probablement en liant la membrane du « leading edge »  
au réseau de microtubules (Figure 42) [448 , 449]. De plus, le  complexe PKCδ/Par-6 régule la 
localisation et l’activité de la dynéine et donc promeut l’association des microtubules à la membrane 
[23 , 446 , 450]. En plus de la réorientation du MTOC des cellules en migration, le complexe 
PKCδ/Par-6 régule le mouvement des cellules via son implication dans des processus comme la 
formation de lamellipodes et de filopodes. En effet, le complexe PKCδ/Par-6 recrute au niveau du « 
leading edge » Smurf1 (Smad ubiquitination regulatory factor-1), une E3 ubiquitine ligase. Cette 
protéine dégrade alors RhoA, une GTPase impliquée dans la formation des points focaux d’adhérence  
et augmente ainsi la capacité migratoire des cellules [451].   
 
Figure 42 : Rôle du complexe Par6/Cdc42/aPKC dans la migration cellulaire polarisée 




d. Rôles dans les LT 
La PKCδ est impliquée à différents niveaux de l’activation des LT. L’IL-2 induit son expression, sa 
translocation à la membrane et son association avec le cytosquelette d’actine.  Dans les LT, elle est 
requise pour l’intégrité du réseau d’actine et  leur prolifération suite à la stimulation par l’IL-2 [452 , 
453].   
La PKCδ augmente dans les LT l’activité transcriptionnelle induite par NFθB et NFAT. [454 , 455 , 
456 , 457].  
Elle a aussi un rôle au niveau de la différenciation TH1/TH2. En effet, elle est critique dans la 
signalisation induite par l’IL-4 et son expression augmente pendant la différenciation TH2 et non 
pendant la différenciation TH1. En conséquence, les souris déficientes pour la PKCδ, ont une capacité 
à développer de l’asthme réduite [458].  
La PKCδ est également impliquée dans l’activation de LFA-1 via les chimiokines. Les chimiokines 
activent rapidement les intégrines via deux processus distincts : l’augmentation de leur affinité pour 
leur ligand et l’augmentation de la mobilité latérale. Ce mécanisme permet ainsi aux LT de s’arrêter au 
niveau des HEV grâce à l’interaction LFA-1 activé / ICAM-1. En particulier, l’augmentation de la 
mobilité latérale de LFA-1 permet aux LT de s’arrêter sur des surfaces présentant de faibles taux 
d’ICAM-1. Suite à une stimulation par CCL21, la PKCδ est recrutée et activée à la membrane des LT. 
Elle augmente  l’adhérence rapide des LT à ICAM-1 en intervenant au niveau de la mobilité latérale 
de LFA-1 induite par CCL21 et non sur l’induction de la forme à haute affinité [459].  
Deux travaux de 2007 ont montré le rôle des aPKC dans le processus de migration polarisée vers un 
gradient de chimiokines des LT humains ainsi que dans l’étape de « scan » de la CPA [460 , 461].  
L’implication de la PKCδ dans la polarisation des LT au niveau de la SI lors de leur rencontre avec 
























I- Etude publiée 
1. Objectifs du travail 
La mise en place d’une réponse immunitaire adaptative est déclenchée par l’interaction cellulaire entre 
un LT et une CPA qui correspond, au niveau moléculaire, à l’interaction entre le TCR, à la surface du 
LT, avec un complexe CMH/peptide spécifique, présenté par la CPA. Cette interaction entre un LT et 
une CPA aboutit à la formation d’une  aire spécialisée à l’interface cellulaire appelée synapse 
immunologique (SI), dans laquelle de multiples molécules de surface sont engagées simultanément 
induisant l’activation de voies de signalisation multiples et interconnectées [254]. Les phénomènes de 
réorganisation et de ségrégation moléculaire ont lieu en parallèle de la polarisation de la machinerie 
sécrétoire (MTOC et appareil de Golgi) du LT [240 , 462]. Cette relocalisation conduit à une 
polarisation des granules : les LT CD4
+
 sécrètent ainsi de manière polarisée leurs cytokines telles que 
l’IL-2 ou l’IFN-α [276 , 277] tandis que les CTL sécrètent leurs granules lytiques vers leurs cellules 
cibles [85]. Cependant, certains médiateurs, aux propriétés chimiotactiques, sont au contraire, libérés 
par les LT CD4
+
 de manière multidirectionnelle [278]. 
La polarisation du MTOC est un phénomène rapide, qui a lieu avant la formation d’une SI mature. En 
effet, une étude menée par l’équipe de Valitutti montre qu’un LT CD4+ est capable de discriminer 
deux CPA offrant différentes concentrations antigéniques et de polariser sa machinerie sécrétoire 
(MTOC, appareil de Golgi et cytokines) vers celle offrant le plus fort stimulus [277]. Ce choix est 
dynamique puisqu’un LT, en contact avec une CPA spécifique, peut très rapidement se repolariser et 
remodeler une SI s’il rencontre une CPA lui offrant un meilleur stimulus antigénique [217, 277 ] 
Si ce phénomène de polarisation est de mieux en mieux caractérisé, les voies de signalisation engagées 
sont encore largement inconnues même si de nombreuses études s’y sont intéressées. La majorité des 
molécules identifiées est impliquée dans la signalisation proximale du TCR comme ZAP70 [377], 
LAT, SLP-76 [378], VAV-1[379] et le DAG [380]. Quelques effecteurs cellulaires, liés pour la plupart 
au cytosquelette d’actine ou de tubuline, tels que la tubuline déacétlase HDAC6 [386], les formines 
[383], la dynéine [388] et IQGAP1 [382] ont également un rôle connu dans la polarisation de la 
machinerie sécrétoire des LT. Cependant les liens entre la signalisation proximale du TCR et les 
effecteurs cellulaires sont encore flous.  
Une seconde question non-résolue concerne l’impact de la polarisation des LT CD4+ sur l’activation 
de la CPA. Même si un lien est souvent suggéré, à l’heure actuelle, une seule publication montre un 
rôle de ce phénomène dans l’activation spécifique de la CPA. En effet, A.Kupfer et al. ont montré que, 
dans des co-cultures de LB et de LT, les LB qui prolifèrent sont ceux qui reçoivent spécifiquement la 
polarisation d’un LT [352].  
Dans ce travail, nous avons essayé de répondre à ces deux questions. Tout d’abord, nous avons évalué 
le rôle de la PKCδ, une protéine ancestrale de polarisation (paragraphe IV.5), dans le processus de 
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polarisation de la machinerie sécrétoire des LT CD4
+. Nous avons ensuite étudié l’impact de cette 
polarisation sur la fonction et l’activation de la CPA avec laquelle il interagit. 
 
2. Résultats 
Pour mener notre étude, nous avons mis au point un système cellulaire permettant d’étudier les 
mécanismes moléculaires de la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT CD4 
+
 ainsi que les 
conséquences sur l’activation de la CPA. Nous avons travaillé avec des lymphocytes CD4+Vβ2+  
purifiés à partir de sang de donneurs sains et amplifiés pendant 2 semaines en présence d’IL-2 et de 
billes recouvertes d’anticorps anti-CD3 anti-CD28. En tant que CPA, nous utilisons des monocytes 
CD14
+
 différenciés en DC via une culture de 5 jours, en présence de GM-CSF et d’IL-4. Nous avons 
validé notre système cellulaire en démontrant une activation TSST-1 dose-dépendante des LT 
CD4
+Vβ2+ en terme d’internalisation du TCR et de  production d’IFN-γ. 
Le premier objectif de notre travail était d’étudier l’implication de la PKCδ dans le processus de 
polarisation de la machinerie sécrétoire des LT CD4
+. Tout d’abord, nous avons montré par 
microscopie confocale que, suite à l’engagement productif du TCR et avec un faible seuil de 
stimulation, la pPKCδ est activée et recrutée à la SI. Ces résultats soulèvent la question de son 
implication dans le processus de polarisation des LT CD4
+
. Afin de tester cette hypothèse, nous avons 
utilisé deux approches complémentaires afin d’inhiber la fonction de la PKCδ : le prétraitement 
pendant 1 heure des LT avec un peptide myristoylé minant la séquence pseudo-substrat de la PKCδ 
(PKCδ-PS) et la surexpression dans les LT d’un dominant négatif de la PKCδ (PKCδ-DN). Ces deux 
approches entrainent un défaut de polarisation de la machinerie sécrétoire (MTOC et appareil de 




Une étude précédente du laboratoire avait montré qu’un LT est capable de discriminer deux CPA 
offrant différentes concentrations antigéniques et de polariser sa machinerie sécrétoire (MTOC, 
appareil de Golgi et cytokines) vers celle offrant le plus fort stimulus [277]. Nous avons 
testé l’implication de la PKCδ dans cette sélectivité de la polarisation. Dans des conjugués de 3 
cellules (un LT CD4
+Vβ2+ et deux DC chargées avec différentes concentrations en TSST-1), la pPKCδ 
est préférentiellement recrutée au niveau de la SI formée avec la DC offrant la forte concentration en 
TSST-1 et recevant majoritairement la polarisation du MTOC. Le prétraitement des LT CD4
+Vβ2+ 
avec le PKCδ-PS induit une répartition aléatoire du MTOC ainsi qu’une baisse de l’activation localisée 
de la PKCδ. L’activation préférentielle de la PKCδ pourrait donc être à l’origine de la polarisation 
sélective des LT vers la « meilleure » des CPA.  
La deuxième question qui nous a intéressés était de déterminer l’impact de cette polarisation de la 
machinerie sécrétoire des LT CD4
+
 sur DC. Nous avons pu montrer que la production d’IL-12, à 
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l’inverse de l’augmentation d’expression de marqueurs de maturation, est dépendante de la 
polarisation PKCδ-dépendante de la machinerie sécrétoire des LT. Ces résultats proviennent de deux 
expériences complémentaires : l’inhibition de la PKCδ dans les LT et la co-culture simultanée de LT 
CD4
+Vβ2+ et des DC chargées ou non en TSST-1  Nous avons précisé ce phénomène en démontrant 
que le lien moléculaire entre la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT et la production 
sélective d’IL-12 pouvait être assuré par la sécrétion polarisée par le LT de l’IFN-γ et du CD40L à la 
SI. 
 
3. Discussion et perspectives 
Polarisation de la machinerie sécrétoire des LT CD4
+
 et PKCδ 
Au cours de ce travail, nous avons pu montrer que la PKCδ constitue un lien entre la signalisation 
induite par le TCR et la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT CD4
+
. Cette PKC atypique est 
connue pour être impliquée dans de multiples processus de polarisation cellulaire, y compris dans les 
LT pour la migration polarisée. Cependant, son implication dans la polarisation de leur machinerie 
sécrétoire n’avait jamais été étudiée. Deux évidences nous ont permis de la démontrer : la PKCδ active 
est recrutée au niveau de la SI suite à l’engagement du TCR et l’inhibition de sa fonction induit un 
défaut dans la polarisation de la machinerie sécrétoire (MTOC et appareil de Golgi) du LT (Figure 1).  
 
Figure 1: La fonctionnalité de la PKCδ est requise pour la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT 
 
Il serait maintenant intéressant de décortiquer ce mécanisme plus en détail, en étudiant les mécanismes 
en amont et en aval de l’activation de la PKCδ suite à l’engagement productif du TCR.  
Cette kinase est connue pour être activée via Cdc42 et la PI3K. Or, l’implication de Cdc42 dans la 
polarisation du MTOC des LT est controversée. En effet, l’équipe de J.Chant a démontré, via la 
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surexpression d’un dominant négatif de Cdc42, dans des LT murins, l’importance de cette protéine 
dans la translocation du MTOC suite à l’engagement productif du TCR [381]. Plus récemment, il a été 
démontré que la déplétion de Cdc42 dans des cellules Jurkat via des SiRNA n’altère pas la polarisation 
du MTOC des LT [383]. De même, l’implication de la PI3K est, elle aussi, soumise à controverse 
[376, 381 ]. L’utilisation de méthodes d’inhibition et de modèles cellulaires différentes peuvent 
expliquer ces différences. Il serait donc intéressant de vérifier, dans notre modèle, l’implication de 
Cdc42 et de la PI3K. Des expériences préliminaires au laboratoire faites avec des LT CD4
+Vβ2+ et des 
B-EBV (lymphocytes B transformés avec le virus d’Epstein Barr) ont montré, via l’utilisation de 
drogues inhibitrices de la PI3K (la wortmanine et le Ly294002), que cette kinase était requise pour la 
phosphorylation de la PKCδ suite à l’engagement du TCR.  
Le lien entre la PKCδ et la dynamique du cytosquelette de tubuline a été étudié dans la migration 
polarisée des astrocytes (paragraphe IV.5.c). Dans ces cellules, l’activation de la PKCδ et son 
association avec Par6 et Cdc42 entraîne la phosphorylation de GSK3β qui va permettre l’association 
de la protéine APC avec l’extrémité positive des microtubules. En parallèle, le complexe 
PKCδ/Par6/Cdc42 recrute Dlg au niveau des microtubules liés à APC. Cette localisation induit la 
réorientation du MTOC probablement en liant la membrane plasmique au réseau de microtubules 
[448 , 449]. Nous voudrions étudier si, dans notre système, les mécanismes mis en jeu sont les mêmes. 
Nous pourrions, par exemple, regarder la localisation (par microscopie confocale), les interactions (via 
des immuno-précipitations) et l’activation des ces différentes protéines dans des LT CD4+Vβ2+, 
prétraités ou non avec le PKCδ-PS, et en contact avec des DC, chargées ou non en TSST-1.  
Il serait également intéressant de compléter ces résultats en faisant des cinétiques d’activation et de 
recrutement à la SI de la PKCδ en parallèle de la polarisation de la machinerie sécrétoire. Ces 
expériences peuvent être faites sur cellules fixées après différents temps de conjugaison ou en vidéo-
microscopie. La polarisation du MTOC en direct pourrait être suivie via un marquage préalable des LT 
CD4
+Vβ2+ avec du Tubuline Tracker (Invitrogen) ou par transfection d’un plasmide codant la tubuline 
fusionnée à la GFP (Green fluorescent protein). Nous pourrions également suivre la polarisation de 
l’appareil de Golgi en marquant les LT avec du BODIPY FL C5 Céramide (Invitrogen). L’activation 
de la PKCδ pourrait être étudiée via l’utilisation d’un bio-senseur FRET (Fluorescence resonance 
energy transfer) qui serait développé en utilisant les propriétés de changement conformationnel de la 
kinase suite à son activation après phosphorylation. Grâce à ces expériences, nous pourrions voir si la 
phosphorylation est préliminaire ou concomitante à la polarisation ou encore si la PKCδ est activée en 
périphérie puis recrutée au niveau de la SI ou bien si elle est directement activée à la SI.   
 
Polarisation sélective de la machinerie sécrétoire des LT CD4
+
 et PKCδ 
Nos résultats nous ont aussi permis de proposer un mécanisme moléculaire impliqué dans la sélectivité 
de la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT. En effet, lorsqu’un LT CD4+ interagit 
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simultanément avec deux CPA chargées avec différentes concentrations antigéniques, il est capable de 
discriminer ces deux CPA et de polariser sa machinerie sécrétoire vers celle qui lui présente le plus de 
complexes CMH/peptide spécifiques [217, 277 ]. Au cours de notre étude, nous avons pu montrer que 
la PKCδ est activée préférentiellement à la SI formée avec la « meilleure » des deux CPA, celle qui 
reçoit la polarisation de la machinerie sécrétoire du LT (Figure 2). L’activation sélective de la PKCδ 
peut donc être le mécanisme moléculaire qui permet aux LT de discriminer et de faire un choix entre 
les différentes CPA.  
 
Figure 2 : La PKCδ est sélectivement activée à la SI formée avec la DC recevant la polarisation du MTOC  
 
Ces résultats méritent d’être mis en parallèle de l’étude menée par l’équipe de M.Huse [380]. Via 
l’utilisation de complexes CMH/peptide photo-activables, ils peuvent, en variant  l’intensité  de la 
lumière UV, créer différentes forces de stimulation pour le LT. Des expériences en vidéo-microcopie 
montrent qu’un LT CD4+, polarisé vers une zone faiblement irradiée, est capable de rapidement se 
repolariser vers une zone irradiée plus tardivement mais avec une intensité plus forte. Dans cette étude, 
ils montrent que cette relocalisation corrèle avec une accumulation préalable de DAG qui induit un 
recrutement de la dynéine. Ces résultats peuvent paraître en désaccord avec les nôtres dans le sens où 
l’activation de la PKCδ n’est pas dépendante du DAG. Cependant, il est probable que les deux 
processus agissent de manière simultanée et conjointe pour permettre la polarisation de la machinerie 
sécrétoire des LT CD4
+
. Un lien possible entre ces deux voies est la dynéine qui est nécessaire à la 
polarisation du MTOC des LT à la SI [388]. En effet, l’accumulation synaptique de DAG guide le 
recrutement de la dynéine [380] et la PKCδ est connue pour réguler, dans d’autres types cellulaires, la 
localisation et l’activité de la dynéine [446]. Afin de compléter nos résultats, il serait intéressant de 





Rôle de la polarisation des LT CD4
+
 dans la formation de la SI  
Un résultat intéressant, qui découle de nos recherches, est le fait que le blocage de la polarisation de la 
machinerie sécrétoire des LT ne bloque ni l’accumulation du TCR à la SI, ni l’activation du LT. 
Comme décrit dans le paragraphe IV.4.b, le lien entre la polarisation du MTOC et l’accumulation du 
TCR à la SI est flou.  Certaines études démontrent une corrélation directe  [271, 386 ] tandis que 
d’autres prouvent une indépendance des deux phénomènes  [272, 377 , 378 , 379 ]. 
Afin d’étayer nos résultats, nous voudrions étudier plus précisément l’architecture de la synapse 
immunologique formée dans des conjugués fixés entre des LT CD4
+Vβ2+, prétraités ou non avec le 
PKCδ-PS, et des DC chargées ou non en TSST-1. Pour cela, nous pouvons, entre autre, marquer des 
molécules comme le CD2, le CD45, LFA-1 ou encore l’actine. De plus, il serait intéressant de 
regarder, dans notre système, les conséquences de l’inhibition de la PKCδ sur la polarisation des 
endosomes de recyclage à la synapse. Pour cela, nous pouvons, par exemple, faire des marquages pour 
le récepteur à la transferrine ou pour la protéine Rab11. L’incubation des LT avec de la transferrine 
fluorescente pourrait nous permettre de suivre en vidéo-microscopie les mouvements de ces vésicules. 
Nous pourrions donc suivre la formation de la synapse en direct, via l’utilisation de cette molécule de 
manière conjointe à un marquage de la tubuline et un marquage du TCR avec un Fab directement 
couplé à un fluorochrome.  
 
Rôle de la polarisation des LT dans l’activation de la CPA : 
Nos résultats montrent que la production d’IL-12 par les DC, mais pas l’augmentation d’expression 
des molécules de maturation, est dépendante de la polarisation PKCδ-dépendante de la machinerie 
sécrétoire des LT (Figure 3). Ces résultats complètent des résultats obtenus précédemment par d’autres 
équipes selon lesquels un contact direct entre les DC et des LT CD4
+, des LTγδ ou des cellules NK est 
nécessaire à la production d’IL-12 mais pas à l’augmentation d’expression des molécules de co-
stimulation [463 , 464 , 465 , 466]. Nous avons approfondi ces résultats en montrant que les deux 
molécules inductrices d’IL-12 dans les LT, à savoir l’IFN-γ et le CD40L, sont polarisées à la SI et que 
cette polarisation est inhibée lorsque la fonction de la PKCδ est altérée dans les LT. Nous supposons 
que la polarisation à la SI de l’IFN-γ et du CD40L permet la libération ciblée de ces molécules dans 
l’aire synaptique, en concentration suffisante pour induire la production d’IL-12 par les DC [467] 
(Figure 3). En revanche, la libération de certaines cytokines dans l’environnement extracellulaire serait 
suffisante pour induire l’expression des molécules de maturation sur les DC. L’activation 
préférentielle de la PKCδ vers une CPA présentant une forte concentration antigénique pourrait 





Figure 3 : La polarisation PKCδ-dépendante du CD40L et de l’IFN-γ par les LT est requise pour la 
production d’IL-12 par les DC  
 
Il est intéressant de mettre en parallèle cette étude avec celle de M.Huse démontrant l’existence dans 
les LT CD4
+
 de deux voies de sécrétion : une polarisée vers la SI qui pourrait permettre l’activation 
dédiée de la CPA et une multidirectionnelle qui pourrait être impliquée dans l’activation non-
spécifique des CPA [278].  
Nos résultats montrent la nécessité de la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT pour la 
production par les DC d’IL-12, une cytokine clé pour la différenciation TH1 (paragraphe I.3.b). Le lien 
entre la polarisation physique des LT CD4
+
 et leur polarisation fonctionnelle semble donc intéressant à 
investiguer. Pour cela, nous voudrions analyser l’effet de l’inhibition de la polarisation PKCδ-
dépendante de la machinerie sécrétoire des LT sur la différenciation TH1/TH2/TH17/Treg. Des 
expériences préliminaires ont été menées au laboratoire mais elles se sont heurtées à plusieurs 
problèmes techniques. En effet, l’inhibition de la PKCδ de manière durable et stable, pendant plusieurs 
jours, semble toxique pour les LT. De plus, la nécessité d’utiliser des cellules naïves pour étudier cette 
différenciation T est problématique car ces cellules sont connues pour être incapables d’induire, à elle 
seule, la production d’IL-12 par les DC [63]. Un défaut dans la différenciation, due à un défaut dans la 
production d’IL-12, est donc impossible à étudier. De plus, le fait que la PKCδ est requise pour la 
signalisation via l’IL-4 et donc pour la différenciation TH2 [458] introduit un biais dans nos 
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Lien entre PKCδ et inhibition TGF-β1 dépendante de la polarisation des LT  
Une étude de 2008 du laboratoire a montré que les LT CD4
+
 régulateurs étaient capables d’inhiber la 
polarisation de la machinerie sécrétoire des LT via un mécanisme TGF-β1 dépendant [422]. Il serait 
intéressant de mettre ce résultat en parallèle de celui de l’implication de la PKCδ dans ce processus de 
polarisation. En effet, il est connu dans d’autres types cellulaires que le TGF-β1 peut interférer avec la 
voie de la PKCδ pour rompre des phénomènes de polarisation cellulaire. Par exemple, le TGF-β1 est 
un régulateur clé de la transition épithélio-mésenchymateuse et participe à la dissolution des jonctions 
serrées caractéristique des épithéliums via un mécanisme impliquant le complexe Par6/PKCδ [439, 
468 ]. Le traitement de cellules épithéliales avec du TGF-β1 induit la co-localisation au niveau des 
jonctions serrées des deux sous unités du récepteur au TGF-β1. Ainsi, Par6, qui est lié à la sous unité I, 
se retrouve au contact de la sous-unité II du récepteur au TGF-β1. Cette relocalisation induit la 
phosphorylation de Par6 qui en complexe avec la PKCδ va pouvoir recruter smurf1 et induire la 
dégradation localisée de RhoA. RhoA étant nécessaire pour maintenir la polarité apico-basale et les 
jonctions cellulaires au niveau des épithéliums [439], sa dégradation induit une perte de la polarité.  
Nous voudrions étudier si, dans le cas de l’inhibition de la polarisation de la machinerie sécrétoire des 
LT via le TGF-β1, le mécanisme impliqué fait intervenir la PKCδ. Des expériences préliminaires du 
laboratoire ont montré que le TGF-β1 n’affecte pas l’activation de la PKCδ suite à l’engagement du 
TCR, mais inhibe sa localisation à la SI. Il semble, en effet, que le traitement de conjugués LT/CPA 
avec du TGF-β1 induise une activation de la PKCδ tout autour de la cellule. Il est envisageable que le 
TGF-β1 inhibe la polarisation des LT en altérant l’activation localisée de la PKCδ.  Ces résultats sont, 
bien entendu, à confirmer et à approfondir. Pour cela, nous pourrions, dans un premier temps, regarder 
la localisation des 2 sous-unités du récepteur au TGF-β1 ainsi que leurs interactions avec la PKCδ, en 
absence ou en présence de la TGF-β1. 
 
Implication de la PKCδ dans la polarisation des LT CD8+  
La suite logique de notre travail est d’étudier l’implication de la PKCδ dans la polarisation de la 
machinerie sécrétoire et lytique des LT CD8+ et de voir le rôle de ce processus dans la capacité 
































II- Etudes en cours 
1. Objectifs du travail 
Comme pour les LT CD4
+
, la reconnaissance de complexes CMH/peptide spécifiques à la surface 
d’une CPA induit, dans le LT CD8+, une polarisation rapide de la machinerie sécrétoire vers la cellule 
cible avec laquelle il est en interaction [240]. Cette polarisation du MTOC et de l’appareil de Golgi est 
accompagnée de la polarisation de la machinerie lytique [85]. Les CTL forment au niveau de l’aire de 
contact avec leur cellule cible une synapse dite sécrétrice avec, au niveau du cSMAC, une zone 
spécialisée dans la sécrétion (Paragraphe III.1.b) [273]. La libération des granules lytiques peut se 
diviser en plusieurs étapes : leur polarisation, leur ancrage et leur fusion avec la membrane plasmique 
au niveau de la SI  (paragraphe IV.3). Cette dernière étape induit la libération des molécules lytiques 
telles que la perforine et les granzymes dans l’aire synaptique.   
A l’heure actuelle, il est largement admis que la polarisation des granules est guidée par celle du 
cytosquelette de tubuline. Suite à l’engagement productif du TCR, les granules se concentrent autour 
du MTOC au niveau de la synapse via un mécanisme mettant en jeu des moteurs moléculaires, comme 
la dynéine, impliqués dans le mouvement vers l’extrémité négative des microtubules. Des études 
approfondies ont montré que la libération des granules se fait en parallèle d’une association directe du 
centrosome avec la membrane plasmique [382]. Les mécanismes principaux de la polarisation des 
CTL sont donc similaires à ceux impliqués dans la polarisation du MTOC des LT CD4
+
. Parmi eux, se 
trouvent des protéines impliquées dans la signalisation proximale du TCR et dans la dynamique du 
cytosquelette (paragraphe IV.2). De plus, notre étude sur les LT CD4
+
 a permis de montrer 
l’implication de la PKCδ, une protéine ancestrale de polarisation, dans le mécanisme de polarisation de 
la machinerie sécrétoire à la SI [469, 470]. Les étapes d’ancrage et de fusion des granules au niveau de 
la SI sont de mieux en mieux comprises, en particulier grâce à l’étude de patients atteints de maladies 
génétiques, causant une immunodéficience associée à un albinisme. En effet, certaines protéines 
impliquées dans le trafic polarisé des granules à la synapse et dans la sécrétion des mélanocytes requis 
pour la pigmentation, sont communes (paragraphe IV.3) [371 , 394 , 396]. 
La polarisation parallèle des granules lytiques et du MTOC est souvent citée pour expliquer la 
sélectivité dans la lyse des cellules cibles par les CTL. En effet, il est suggéré que ce phénomène 
permet la sécrétion polarisée des molécules lytiques vers la cellule cible résultant en une lyse dirigée et 
permettant ainsi de réduire la lyse de cellules « innocentes ». Cependant ce modèle de lyse 
unidirectionnelle ne permet pas d’expliquer toutes les capacités lytiques des CTL comme leur capacité 
à tuer simultanément plusieurs cellules cibles [282, 372 ].  
Au cours de cette étude, nos objectifs sont d’étudier l’implication de la PKCδ dans la polarisation du 





L’inhibition de la PKCδ n’affecte pas l’activation TSST-1 dépendante des CTL  
Pour mener cette étude,  nous avons décidé de travailler avec des LT CD8
+Vβ2+ purifiés à partir de 
sang de donneurs sains et amplifiés in vitro en présence d’IL-2 et de billes recouvertes d’anticorps 
anti-CD3 et anti-CD28. En tant que cellules cibles, nous utilisons des JY, qui sont de B-EBV, que 
nous chargeons ou non avec le super-antigène TSST-1. L’activation polyclonale des LT CD8+ par des 
super-antigènes n’étant pas un modèle très utilisé in vitro, nous avons commencé par vérifier que cette 
stimulation induisait bien une activation des LT CD8
+Vβ2+ et qu’elle n’était pas affectée par le 
prétraitement des LT avec le PKCδ-PS. Comme le montre la figure 1, cette activation induit une 
production d’IFN-γ et une internalisation du TCR de manière dose dépendante et cette réponse n’est 




Figure 1 : L’inhibition de la PKCδ n’affecte pas l’activation TSST-1 dépendante des CTL 
Des LT CD8
+Vβ2+, prétraités (1B et E) ou non (1A et D) avec le PKCδ-PS sont conjugués avec des JY 
chargés avec différentes doses de TSST-1 (de 0 à 100 ng/ml). Après 4 heures de co-culture, les cellules sont 
marquées avec un anticorps monoclonal anti-CD3 (Figure 1A et 1B) ou fixées, perméabilisées et marquées 
avec un anticorps anti-IFN-γ (Figure 1D et 1E). L’internalisation du TCR est quantifiée par rapport au 
taux de TCR membranaire exprimé par des LT CD8
+Vβ2+ en contact avec des JY non chargés (Figure 
1C). Le pourcentage de cellules positives en IFN-γ en fonction de la dose en TSST-1 est représenté sur la 
figure 1F.  Les courbes rouges correspondent à la condition où les LT ont subit un prétraitement avec le 
PKCδ-PS et les courbes bleus à la condition où les LT n’ont subit aucun prétraitement. Moyenne d’au 




Afin de compléter ces résultats et de pouvoir affirmer que l’activation des CTL n’est pas affectée par 
l’inhibition de la PKCδ, nous prévoyons d’étudier d’autres paramètres d’activation induits par 
l’engagement du TCR comme, par exemple, la signalisation calcique, les phosphorylations sur 
tyrosines, l’augmentation d’expression du marqueur d’activation CD69 ou encore la capacité 
proliférative des CTL. 
 
La PKCδ est phosphorylée à la SI suite à l’engagement productif du TCR  
Nous avons étudié la localisation de la forme active de la PKCδ phosphorylée sur la thréonine 410 
(pPKCδ) suite à l’engagement du TCR. Pour cela, des conjuguées ont été formés entre des LT 
CD8
+Vβ2+ et des JY chargés ou non avec 10 ng/ml de TSST-1. Après 5 minutes de co-culture, les 
cellules sont fixées, perméabilisées et marquées pour la pPKCδ (vert et pseudo-couleurs) et les pTyr 
(bleus). Comme le montre la figure 2A, une phosphorylation localisée de la PKCδ est observée à la SI 
dans des LT CD8
+Vβ2+ interagissant avec des cellules cibles chargées en TSST-1. La quantification 
de l’intensité de fluorescence à la SI grâce à la fonction Linescan de MétaMorph confirme ces 
observations (Figure 2B). La PKCδ est donc rapidement phosphorylée et recrutée à la synapse de CTL 
en interaction avec une CPA spécifique, suggérant son implication dans le processus de polarisation 
des LT.  
 
Figure 2 : Phosphorylation de la PKCδ à la SI.   
(A) Des B-EBV non chargés (première ligne) ou chargés en TSST-1 (deuxième et troisième ligne) et 
marqués avec du CMTMR-Orange (rouge) sont conjugués avec des LT CD8
+Vβ2+. Après 5 minutes à 
37°C, les cellules sont fixées, perméabilisées et marquées avec des anticorps dirigés contre la pPKCδ (vert 
et pseudo-couleurs) et les pTyr (bleus). (B) L’intensité du marquage pPKCδ est mesurée grâce à la 
fonction Linsecan de MetaMorph. L’aire synaptique (SI) et l’aire anti-synaptique (α-SI) sont définies 
comme décrit dans le schéma. Chaque point correspond à un conjugué.  
 
Afin de compléter ces résultats, nous voudrions étudier la phosphorylation de la PKCδ, par FACS et 
western blot, suite à l’engagement productif du TCR. En effet, il y a plusieurs explications pour cette 
accumulation synaptique de la pPKCδ : soit la PKCδ est activée et recrutée à la SI suite à 
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l’engagement productif du TCR, soit cette accumulation correspond juste à une relocalisation d’un 
stock de PKCδ déjà active dans la cellule, soit elle est engendrée par les deux mécanismes à la fois.   
 
La fonctionnalité de la PKCδ est requise pour la polarisation du MTOC et des stocks principaux de 
granules lytiques à la SI  
Nous avons testé si la fonctionnalité de la PKCδ était requise pour la polarisation du MTOC et des 
granules lytiques des LT CD8
+Vβ2+. A cette fin, nous avons formé des conjugués entre des LT 
prétraités ou non avec le PKCδ-PS et des JY chargés ou non en TSST-1. Après 10 minutes de co-
culture, les cellules sont fixées, perméabilisées et marquées avec des anticorps dirigés contre l’α-
tubuline pour visualiser le MTOC (vert) et contre la perforine pour localiser les granules lytiques 
(bleu). 
 Comme le montre la Figure 3A, dans la condition où les B-EBV sont chargés avec le TSST-1, les LT 
CD8
+Vβ2+ polarisent leur MTOC et leurs granules lytiques vers la cellule cible. En revanche, ces 
polarisations semblent inhibées lorsque la fonction de la PKCδ est altérée dans les LT. Nous avons 
évalué ce phénomène par deux quantifications. La distance entre le MTOC et la SI et la répartition des 
granules lytiques dans les LT CD8
+Vβ2+ ont été mesurées en parallèle. Pour cette dernière 
quantification, nous avons utilisé le logiciel MétaMorph. La cellule est, pour cela, divisée 
virtuellement en 3 tiers : l’aire synaptique, le milieu et l’aire anti-synaptique (Figure 3C). Après 
binarisation du signal de fluorescence, le logiciel nous donne le nombre de pixels positifs par zone, 
que nous représentons ensuite en pourcentage par rapport au nombre de pixels positifs total dans la 
cellule. La figure 3B montre une augmentation de la distance MTOC / SI en condition où les LT ont 
été prétraités avec le PKCδ-PS, démontrant une implication de la PKCδ dans la polarisation du MTOC. 
En ce qui concerne la localisation des granules de perforine, une accumulation est observée au niveau 
du tiers synaptique suite à l’engagement productif du TCR (figure 3C). L’inhibition de la PKCδ dans 
les LT résulte dans une répartition quasi-identique de la perforine dans les deux premiers tiers. La 
PKCδ est donc requise pour la polarisation du MTOC et des stocks principaux de granules lytiques à la 
SI. Cependant l’accumulation synaptique de granules n’est pas totalement inhibée comme le montre la 
quantification de l’intensité de fluorescence dans le premier tiers. En effet, il est important de noter 
que des granules lytiques isolées se localisent à la SI de manière indépendante des stocks majeurs 





Figure 3 :  
(A) Des B-EBV (rouges) non chargés (1ére ligne) ou chargés en TSST-1 (2ème et 3ème ligne) sont 
conjugués avec des LT CD8
+Vβ2+ prétraités (3ème ligne) ou non (1ére et 2ème ligne) avec le PKCδ-PS. 
Après 10 minutes à 37°C, les cellules sont marquées avec des anticorps monoclonaux dirigés contre l’α-
tubuline (vert) et la perforine (bleu). (B) Les distances entre le MTOC et le centre du contact LT/B-EBV 
sont calculées grâce à la fonction Profile du logiciel Zeiss. Chaque point correspond à un conjugué. (C) La 
répartition des granules lytiques dans le LT CD8
+Vβ2+ est quantifiée grâce au logiciel MétaMorph. La 
cellule est divisée en 3 tiers : l’aire synaptique, le milieu et l’aire anti-synaptique. Après binarisation du 
signal de fluorescence, le logiciel nous donne le nombre de pixels positifs par zone que nous représentons 
ensuite en pourcentage par rapport au nombre de pixels positifs total dans la cellule. Moyenne d’au moins 
3 expériences. 
 
Nous voudrions confirmer ces résultats en inhibant la fonction de la PKCδ via la surexpression dans 
les CTL d’un dominant négatif de la PKCδ. De plus, comme il sera discuté plus loin, nous voudrions 
également regarder l’implication de la PKCδ dans la polarisation de l’appareil de Golgi et d’autres 
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molécules lytiques comme les granzymes. Une étape supplémentaire sera d’étudier la polarisation des 
granules lytiques dans des images de microscopie en 3 dimensions (3D).  
 
La fonctionnalité de la PKCδ n’est pas requise pour la capacité cytotoxique des CTL  
Dans la deuxième partie de notre travail, nous avons voulu vérifier le dogme selon lequel la 
polarisation des granules lytiques associée à la polarisation du MTOC était nécessaire à la lyse des 
cellules cibles. Pour cela, nous avons regardé l’implication de la PKCδ dans la cytotoxicité des LT 
CD8
+Vβ2+. Ainsi, nous avons réalisé des expériences de lyse par FACS entre des LT CD8+Vβ2+ 
traités ou non avec le PKCδ-PS au contact de B-EBV chargés ou non en TSST-1. De manière 
surprenante, l’activité cytolytique dose-dépendante et ratio-dépendante des LT ne semblent pas 
affectée par l’inhibition de la polarisation (Figure 4A et 4B). La polarisation du MTOC des LT CD8+ 
ne semble donc pas nécessaire à l’activité cytolytique. 
 Nous avons également abordé la question par des expériences en microscopie confocale en temps 
réel. Pour cela, des LT CD8
+Vβ2+ traités, ou non, avec le PKCδ-PS et marqués avec du LysoTracker 
Red (afin de pouvoir suivre les granules lytiques) ont été co-cultivés avec des JY chargés en TSST-1 
et marqués avec du fluo-4 (afin de pouvoir visualiser l’augmentation intracellulaire de calcium causé 
par le coup létal). Dans ces films, nous pouvons observer la réception du coup létal par les cellules 
cibles malgré une absence de polarisation du stock majeur de granules lytiques à la SI (Figure 4C). Il 
est important de noter que, comme dans les expériences sur cellules fixées, quelques granules lytiques 
isolés des stocks majeurs se polarisent à la SI. Ces expériences de vidéo-microscopie confirment donc 
bien nos expériences sur cellules fixées. Cependant, comme il sera discuté plus loin, ces premiers 
résultats  nécessitent d’être confirmer de manière plus précise. Ainsi nous prévoyons de faire d’autres 
films dans lequel nous inclurons des marquages d’organelles et de protéines différentes. Nous avons, 
par exemple, à disposition des sondes permettant de suivre la dynamique du cytosquelette de tubuline, 





Figure 4 :  
(A et B) Des B-EBV chargés avec différentes concentrations en TSST-1 sont conjugués pendant 4 heures 
avec des LT CD8
+Vβ2+ prétraités (rouge) ou non (bleu) avec le PKCδ-PS. Du 7-AAD est ajouté au milieu 
de culture juste avant la lecture au FACS afin de pouvoir repérer les cellules mortes. (C) Image de vidéo-
microscopie entre des B-EBV chargés en TSST-1  et avec du fluo-4 et des LT CD8
+Vβ2+ prétraités  ou non 
avec le PKCδ-PS et marqués avec du Lysotracker Red. Moyenne d’au moins 3 expériences. 
 
3. Perspectives 
Nos résultats préliminaires semblent indiquer que les CTL peuvent induire la lyse des cellules cibles 
sans toutefois polariser, vers elles, leurs MTOC et leurs stocks principaux de granules lytiques. Cette 
conclusion est en apparent désaccord avec le modèle de lyse couramment évoqué dans la littérature. 
Dans celui-ci, le CTL, après son interaction avec sa cellule cible, polarise son MTOC au niveau de la 
SI guidant les granules lytiques vers l’aire de contact. Ce phénomène résulterait en la lyse 
unidirectionnelle de la cellule cible. Nous ne remettons pas en cause ce modèle largement admis mais 
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souhaitons le compléter. Notre hypothèse de travail est qu’il existe deux voies de sécrétion 
simultanées dans les CTL :  
- une voie majeure qui correspond à la polarisation du stock principal de granules associées au 
MTOC et dépendante de la PKCδ  
- une voie mineure qui permet de sécréter les molécules lytiques de manière polarisée mais 
indépendamment de la polarisation du MTOC et de la PKCδ.  
Dans la suite de ce manuscrit, je parlerai, pour des raisons de facilité, de voie de sécrétion majeure ou 
principale et de voie de sécrétion mineure ou alternative. Cette hypothèse pourrait permettre 
d’expliquer les données montrant une polarisation des granules lytiques d’un LT CD8+ vers plusieurs 
cellules cibles en même temps et résultant en une lyse simultanée de ces cibles [282, 372 ]. Afin de 
tester notre hypothèse de la coexistence de deux voies de sécrétion polarisée dans les CTL, un grand 
nombre d’expériences et de vérifications sont à réaliser. 
 
Coexistence de deux voies de sécrétion polarisée dans les CTL : 
Tout d’abord, nous voudrions quantifier de manière plus précise la localisation des granules lytiques 
dans les LT préalablement traités avec le PKCδ-PS. Les données déjà acquises montrent que lorsque la 
PKCδ est inhibée dans les LT les granules se répartissent de manière diffuse. En effet, bien que la 
polarisation à la SI du MTOC et du pool majeur de granules lytiques soit inhibée dans la plupart des 
conjugués, les images de cellules fixées ainsi que les films obtenus en microscopie confocale laisse 
apparaitre quelques granules lytiques polarisés vers la cellule cible et isolés du stock principal. Ces 
résultats ont été obtenus à partir d’images de microscopie confocale prises dans le plan focal contenant 
le MTOC. Cette quantification pourrait représenter une sous-évaluation de la réalité puisqu’elle ne 
tient compte que d’un seul plan focal. Nous voudrions donc prendre des images en Z des conjugués, 
faire des reconstructions 3D et après déconvolution pouvoir quantifier exactement la localisation et le 
nombre de granules. En effet, dans notre système, le moindre petit granule qui se polarise vers la 
cellule cible est importante même si le plus gros des stocks se situe de l’autre côté.  
Si notre hypothèse de la coexistence de deux voies de sécrétion polarisée dans les CTL se valide, nous 
devrions pouvoir observer dans les LT CD8
+Vβ2+ dans lesquels la PKCδ est inhibée une altération de 
la polarisation des stocks majeurs de molécules lytiques associées au MTOC accompagnée d’une 






Figure 5 : Mise en évidence de l’existence de deux voies de sécrétion des granules lytiques via l’inhibition 
de la polarisation PKCδ dépendante du MTOC des CTL 
 
Nous prévoyons de vérifier ce phénomène en marquant d’autres molécules cytotoxiques des CTL 
comme, par exemple, les granzymes. Ces résultats pourraient aussi être vérifiés grâce à l’utilisation du 
TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence). Pour cela, des CTL, prétraités ou non avec le PKCδ-
PS, seraient déposés sur une lame recouvertes d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28. Afin de suivre la 
polarisation du MTOC, les cellules seraient préalablement marquées avec du tubuline tracker 
(Invitrogen) ou transfectées avec un plasmide codant la tubuline couplée à la GFP. Les granules 
lytiques pourrait être suivis, dans un premier temps, en marquant les cellules avec du LysoTracker 
(Invitrogen). Grâce au TIRF, nous devrions pouvoir observer que l’inhibition de la PKCδ induit un 
blocage de la polarisation du MTOC mais permet tout de même l’accumulation de quelques granules 
lytiques.  
 
Dépendance de la tubuline et des deux voies hypothétiques de sécrétion polarisée : 
Il serait ensuite intéressant de regarder à quels composants cellulaires ces granules sont associés. Nous 
pouvons, par exemple, faire un double marquage perforine et GM130 (une protéine de l’appareil de 
Golgi) afin de voir si dans notre système, comme dans l’étude de Makedonas, la perforine peut être 
directement libérée depuis l’appareil de Golgi [373]. Cependant, il est fort probable que, comme pour 
les LT CD4
+, l’inhibition de la PKCδ résulte en un blocage de la polarisation de l’appareil de Golgi 
dans les CTL [470]. 
Nous voulons aussi regarder, si ces granules de la voie alternative sont associées aux microtubules. En 
effet, nous pouvons envisager que la polarisation du centrosome n’est pas nécessaire à cette voie 
alternative mais que le cytosquelette de tubuline soit lui important. Pour cela, nous prévoyons de faire 
des expériences de co-localisation en microscopie confocale à déconvolution 3D. Les résultats obtenus 
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pourront être compléter en étudiant la nécessité du cytosquelette de tubuline pour la capacité 
cytolytique des CTL. A cette fin, la capacité de lyse de CTL dans lesquels le cytosquelette de tubuline 
sera détruit avec de la colchicine sera analysée (Figure 6). Le lien entre le cytosquelette et la 




Figure 6 : Implication du cytosquelette de tubuline dans la voie alternative de sécrétion des granules 
lytiques par les CTL 
 
Si la voie de sécrétion alternative fait intervenir le réseau de tubuline, elle implique obligatoirement un 
mécanisme différent de la voie majeure. En effet, celle-ci implique le mouvement des granules vers 
l’extrémité négative des microtubules tandis que la voie alternative doit faire intervenir des 
mécanismes guidant les granules dans l’autre sens. Les moteurs moléculaires impliqués ne seraient 
donc pas les mêmes et il serait intéressant de tester l’influence du blocage des deux voies de transport 
de manière indépendante et simultanée sur la capacité cytotoxique des CTL. 
 
Ancrage et fusion des deux types hypothétiques de granules lytiques : 
Une étape importante dans la libération des granules lytiques à la synapse est leur ancrage à la 
membrane plasmique. Il est possible que les deux types de granules utilisent des mécanismes 
différents. Les protéines impliquées dans la sécrétion polarisée des granules associés au MTOC sont 
relativement bien caractérisées. Ces granules sont associés à des protéines, telles que Rab27a et 
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Munc13-4, qui sont impliquées dans leur ancrage et leur fusion avec la membrane plasmique au 
niveau de la SI. Il est possible que la voie de sécrétion alternative de notre hypothèse mette en jeu des 
protéines différentes par rapport à la voie classique. Nous prévoyons d’étudier la localisation de ces 
protéines dans des conjugués dans lesquels la polarisation du pool principal de granules lytiques est 
inhibée. Ainsi, nous pourrons comparer si les granules non polarisés et associés au MTOC et les 
quelques granules polarisés ont une composition en protéines d’ancrage et de fusion différente. De 
même, nous pouvons regarder si l’enrichissement des synaptotagmines (nécessaire pour l’ancrage des 
granules au niveau de la membrane) est affecté par l’inhibition de la polarisation du MTOC. Grâce à 
une collaboration avec l’équipe de Geneviève de Saint Basile, nous avons au laboratoire des plasmides 
codant la protéine Rab27a et la synaptotagmine 2A fusionnées à des molécules fluorescentes. Ces 
constructions vont nous permettre de regarder en microscopie à temps réel, la dynamique de ces 
protéines en parallèle de la polarisation des granules lytiques dans les conditions où la PKCδ, c'est-à-
dire la polarisation du MTOC, est ou non inhibée. Cependant, il est fort possible que nos deux types de 
granules utilisent les mêmes mécanismes moléculaires pour ces étapes et que la différence réside en 
une voie de transport différente. En effet, dans le cas de patients atteint du syndrome de Griscelli ou de 
FHL, les CTL ont un défaut dans leur capacité cytotoxique suggérant que les deux voies hypothétiques 
sont inhibées.  
Dans une série d’expérience parallèle, nous voudrions regarder l’accumulation de LFA-1. Cette 
molécule est importante pour l’activité cytotoxique des CTL en permettant une stabilisation du 
pSMAC. Cette structure permet de créer une sorte de barrière physique et de limiter la dispersion de 
molécules sécrétées de manière polarisée [273 , 352 , 353 , 354]. Il serait donc intéressant de regarder, 
dans notre système, la localisation de LFA-1 afin de voir si elle est toujours polarisée même lorsque la 
PKCδ est inhibée.  
Enfin, nous prévoyons d’appliquer les expériences ci-dessus au phénomène de multiple killing. En 
effet, il se pourrait que si une deuxième voie de sécrétion mineure et indépendante de la polarisation 
PKCδ-dépendante du MTOC existe, elle soit impliquée dans le multiple killing. Ainsi, un CTL, en 
contact avec deux cibles chargées avec différentes concentrations antigéniques, polariserait son 
MTOC et son stock principal de perforine vers la CPA chargée avec la forte concentration antigénique 
de manière PKCδ dépendante, pendant qu’il enverrait, en même temps, un stock plus limité de 
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Figure 41 : Structure de Par6 
Figure 42 : Rôle du complexe Par6/Cdc42/aPKC dans la migration cellulaire polarisée 
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Polarisation à la synapse immunologique de la machinerie sécrétoire des lymphocytes T : 
mécanismes moléculaires et impact sur la cellule présentatrice d’antigène 
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RÉSUMÉ 
La rencontre entre un lymphocyte T (LT) et une cellule présentatrice d’antigène (CPA) induit la 
formation d’une  aire spécialisée, à l’interface cellulaire, appelée synapse immunologique (SI) ainsi 
que la polarisation de la machinerie sécrétoire (MTOC et appareil de Golgi) du LT vers la CPA. Si ce 
phénomène de polarisation est bien caractérisé, ses mécanismes moléculaires et son impact sur 
l’activation de la CPA sont encore largement inconnus. Mon travail de thèse a contribué à fournir des 
réponses à ces deux questions. 
Tout d’abord, nous avons démontré que la protéine kinase C ζ (PKCζ), une protéine ancestrale de 
polarisation, est rapidement activée au niveau de la SI dans des LT CD4+ interagissant avec des 
cellules dendritiques (DC) et que la fonctionnalité de la PKCζ est requise pour la polarisation de la 
machinerie sécrétoire des LT. Cette activation synaptique de la PKCζ se produit avec un faible seuil de 
stimulation. De plus, dans un LT interagissant avec plusieurs DC, elle a lieu à la SI formée avec la DC 
lui offrant la plus forte stimulation antigénique et recevant sa polarisation. Nous avons également 
établi que, bien que l’augmentation d’expression des molécules de maturation (CD40, CD54 et CD80)  
par les DC, ne nécessite pas la polarisation des LT, la sécrétion synaptique de CD40L et d’IFN-γ est 
requise pour la production spécifique d’IL-12 par les DC. Nos résultats identifient la PKCζ comme un 
élément clé de la polarisation de la machinerie sécrétoire des LT et apportent une base moléculaire 
pour l'activation dédiée des CPA.   
Dans une seconde étude préliminaire, nous avons pu montrer que, dans les LT CD8+ aussi, la PKCζ est 
impliquée dans la polarisation à la SI de la machinerie sécrétoire et des stocks principaux de  
molécules lytiques vers les cellules cibles. Cependant, la fonctionnalité de la PKCζ n’est pas requise 
pour leur capacité cytotoxique. Ces résultats sont surprenants et nous ont amené à l’hypothèse de la 
coexistence dans les CTL de deux voies de sécrétion : une majeure correspondant à la polarisation du 
stock principal de granules associés au MTOC et dépendante de la PKCζ et une mineure basée sur la 
sécrétion de molécules lytiques de manière polarisée mais indépendamment de la polarisation du 
MTOC et de la PKCζ. Cette étude est à approfondir dans le but de mieux définir les mécanismes 
moléculaires et le rôle fonctionnel de cette double voie de sécrétion des granules lytiques par les CTL 
humains. 
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